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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
  
AC afinitetna kromatografija (ang. Affinity Chromatography) 
As asimetrija kromatografskega vrha 
BPQL (ang. Belov Peak Quantification Level)  
CV volumen kolone (ang. Column Volume) 
ELISA encimsko imunski test (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
HCP proteini gostiteljske celice (ang. Host Cell Proteins) 
HETP (H) višina teoretičnega poda (ang. Height Equvalent to the Theoretical Plate) 
h reducirana višina teoretičnega poda (ang. Reduced Plate Height) 
HIC hidrofobna interakcijska kromatografija (ang. Hydrophobic Interaction  
Chromatography 
 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High Pressure Liquid 
Chromatography) 
 
IEC ionsko izmenjevalna kromatografija (ang. Ion-exchange Chromatography) 
LPLC tekočinska kromatografija nizke ločljivosti ( ang. Low Pressure Liquid 
Chromatography) 
 
MMC mešan način kromatografije (ang. Mixed – Mode Chromatography) 
N število teoretičnih podov (ang. Number of Plates) 
ppm delci na milijon (ang. Parts Per Million) 
PW očiščena voda (ang. Purified Water) 
RPC reverzno fazna kromatografija (ang. Reversed – Phase Chromatography) 
T faktor simetrije (ang. Tailing Factor) 
WFI voda za injekcije (ang. Water for Injection) 
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1 UVOD 
 
Biološki produkti so pomembni v farmacevtski, prehrambni in kozmetični industriji. Na voljo 
imamo zdravila, s katerimi lažje obvladujemo marsikatero hudo ali kronično bolezen. Njihova 
varnost, kakovost in učinkovitost so na prvem mestu, zato se sodobna farmacevtska 
biotehnologija drži strogih predpisov in zagotavlja njihovo ustreznost (Carta in Jungbauer, 
2010). Biološke učinkovine so pridobljene iz procesnih tekočin, kot so gojišča celičnih kultur, 
bakterijske fermentacijske brozge in živalski ali rastlinski ekstrakti. V proizvodnji je zelo 
pomembna čistost proteina, zato veljajo kromatografski procesi za ključni del celotne 
proizvodnje biološkega produkta (Lunder, 2007). 
 
Kromatografija velja za ključen proces pri čiščenju biofarmacevtskih učinkovin. Zagotavlja 
izjemno ločitveno učinkovitost, kar nam omogoča ločevanje kompleksnih mešanic z zelo 
podobnimi lastnostmi (Carta in Jungbauer, 2010). Pomembno vlogo pri tem ima ustrezno 
pripravljena spakirana kromatografska kolona. Pojem »spakirana« se navezuje na primer, ko se 
v kromatografsko kolono vlije gelni nosilec in se ga s pomočjo pakirne raztopine pri izbranem 
tlaku fiksira v ohišje kolone. Stopnja čistosti proteina je odvisna od končne uporabe proteina. 
Visoka stopnja čistosti je pomembna na terapevtskih in farmacevtskih področjih. Glavni cilj 
čiščenja proteina ni le odstranitev neželenih kontaminant, temveč tudi koncentriranje želenega 
proteina in prenos v bolj stabilno okolje (Queiroz in sod., 2001). 
 
V kromatografske namene uporabljajo zelo veliko različnih kromatografskih nosilcev, ki se 
med sabo razlikujejo tudi v fizikalnih in kemijskih karakteristikah. Postopki pakiranja so zaradi 
tega odvisni od vrste kromatografskega nosilca. Kot osnova za pakiranje nam služijo 
proizvajalčeva navodila, pomagamo pa si tudi s preteklimi izkušnjami. Od kvalitete pakiranja 
preparativne kromatografske kolone je odvisna kakovost pridobljenega produkta. Da 
zagotovimo ustreznost, robustnost in ponovljivost kromatografskega koraka, je vsako kolono 
potrebno preveriti s temeljitim in ponovljivim testiranjem kolone pred prvo uporabo (Rathore 
in sod., 2003). 
 
Kolono izpostavimo pulzni motnji in iz njenega odziva določimo parametre kvalitete kolone: 
število teoretskih podov (N), ekvivalentno višino teoretskega poda (HTEP), asimetrijo (As). 
Testirana kolona zadostuje standardom takrat, ko vrednost vsake izmed izmerjenih količin leži 
znotraj predpisanega standardnega intervala. V primeru odstopanja posameznih vrednosti 
postopek pakiranja ponovimo. Optimalne pogoje pakiranja ugotovimo tako, da večkratna 
pakiranja opravimo pri različnih pogojih (GE Healthcare, 2010).   
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1.1 NAMEN MAGISTRSKEGA DELA 
 
Namen tega magistrskega dela je preveriti vpliv pakiranja kromatografske kolone na kakovost 
produkta. 
 
Na podlagi preteklih izkušenj smo predvidevali, da so obstoječi kriteriji uspešnosti pakiranja 
preparativne kromatografske kolone postavljeni ožje kot bi bilo potrebno za zagotovitev 
primerne ponovljivosti in kvalitete samega kromatografskega postopka. Ker je postopek 
pakiranja, prepakiranja oziroma iskanja optimalnih pogojev zamuden, smo natančneje proučili 
vpliv posameznega parametra kvalitete pakiranja kolone na kakovost pridobljenega produkta. 
 
V okviru tega magistrskega dela smo ovrednotili vplive parametrov kvalitete kolone 
(asimetrije, števila teoretskih podov, ekvivalentne višine teoretskega poda) za izbran 
kromatografski nosilec ter ovrednotili ustaljeni postopek testiranja kolon. Magistrsko delo ima 
pomembno praktično vrednost, saj so opravljene raziskave pokazale, da so standardne 
specifikacijske meje trenutno nastavljene preozko in preparativne kolone zagotavljajo ustrezno 
kvaliteto produkta tudi izven tega področja. Tako se lahko izognemo ponovitvam pakiranja 
kolon in s tem skrajšamo čas razvoja posameznega kromatografskega koraka.  
 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
V magistrskem delu smo preverili naslednje hipoteze: 
 
 Kvaliteta parametrov pakiranja kromatografskih kolon vpliva na kvaliteto produkta. 
 
 Protein, očiščen na koloni, katere parametri so zunaj specifikacijskih meja, je slabše 
kvalitete kot protein, očiščen na primerno pripravljeni koloni. 
 
 Specifikacijska meja parametrov kvalitete kolone je nastavljena preozko za potrebe 
preparativne kromatografije. 
 
 Predpisani parametri kvalitete kolone (število teoretskih podov, višina ekvivalentna 
teoretskemu podu, asimetrija kolone) zagotavljajo ponovljivost in kvaliteto 
kromatografskega koraka. 
 
 Meritev parametrov kvalitete kolone je neodvisna od kromatografskega sistema, na 
katerem meritev izvedemo. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ČISTOST BIOLOŠKE UČINKOVINE 
 
Sodobna farmacevtska biotehnologija je v zadnjih nekaj letih omogočila razvoj bioloških in 
podobnih bioloških zdravil proteinske narave. Skladno z razvojem so se povečale zahteve po 
varnosti, učinkovitosti in kakovosti. Čist protein je pomemben biokemijski reagent. Čistost 
proteina nam omogoča natančno preučevanje njegove aktivnosti in učinkovitosti. Nečistoče pa 
onemogočajo pravilno delovanje proteina in predstavljajo nevarnost za ljudi (Hanke in Ottens, 
2014). 
Biofarmacevtske učinkovine so predvsem rekombinantni proteini biološkega izvora. Za sintezo 
bioloških učinkovin potrebujemo žive organizme oziroma mikroorganizme (bakterije, sesalske 
celice, kvasovke, transgene rastline in živali). Ker ne govorimo o učinkovinah človeškega 
izvora, imamo pri sintezi le teh številne primesi, ki jih je potrebno odstraniti (Jozala in sod., 
2016). 
Odstranjevanje nečistoč predstavlja zelo zahtevno nalogo v postopku čiščenja proteina. Za 
proteine namenjene zdravljenju bolezni, mora biti končna čistost več kot 99-odstotna (Lunder, 
2007).  
Nečistoče, ki jih je potrebno odstraniti, lahko izvirajo iz gostitelja, iz procesa proizvodnje in 
čiščenja proteina, lahko pa so posledica izraženega proteina. Nečistoče delimo v tri skupine: 
nečistoče povezane s procesom, nečistoče povezane s proizvodom in nečistoče povezane s 
tehnologijo proizvodnje (Lunder, 2007; Hanke in Ottens, 2014 ).  
 
2.1.1 Nečistoče povezane s proizvodnjo – procesne nečistoče 
 
Procesne nečistoče nastanejo v času proizvodnje, kot vzrok gostiteljskega sistema vključujejo 
celične delce, proteine gostiteljske celice (angl. Hoste cell proteins, HCP), 
deoksiribonukleinsko kislino (DNK), endotoksine in viruse. Procesne nečistoče lahko 
povzročijo številne škodljive reakcije tako pri živalih kot ljudeh, zato je pomembno, da se jih 
odstrani do te mere, da ne predstavljajo nevarnosti (Jozala in sod., 2016). 
Ob nepravilnem nastajanju proteinov v gostiteljskem sistemu, dobimo mešanico različnih 
produktov, ki se razlikujejo na N- ali C-koncu. Produktne nepravilnosti otežujejo izolacijo in 
karakterizacijo proteina. Veliko proteinov pridobljenih z rekombinantno tehnologijo DNK v 
evkariontskih sistemih je glikoproteinov. Oligosaharidne stranske verige proteinov vplivajo na 
številne pomembne lastnosti. Heterogenost le teh lahko pomembno vpliva na biološko 
razpolovno dobo, topnost in stabilnost želenega proteina (Lunder, 2007). 
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Človeška plazma, celične kulture, ter živalska tkiva so vir za sintezo izbranih bioloških zdravil. 
Pri teh zdravilih je možen prenos potencialno patogenih virusnih nečistoč. Vsebnost virusov 
zmanjšamo s posameznimi kromatografskimi stopnjami, ki jih uporabimo med izolacijo in 
čiščenjem. Odstranjevanje in inaktivacija virusnih kontaminant je strogo predpisan in 
nadzorovan postopek, ki mora biti tudi ustrezno validiran (Lunder, 2007). 
Bakterijska kontaminacija celičnih kultur je pogost pojav, ki pa je prav tako nadzorovan. Med 
gojenjem celičnih kultur se prisotnost bakterij preprečuje na naslednje načine. Vse tekočine se 
filtrira s filtri z velikostjo por 0,2 µm. Vsi uporabljeni materiali so sterilni, sam proces pa poteka 
pod strogimi aseptičnimi pogoji. Da se izognemo okužbi, se v gojišča lahko doda antibiotike, 
ki se jih v kasnejših stopnjah čiščenja odstrani (Lunder, 2007). 
Lipopolisaharidi, ki so prisotni v celični steni Gram negativnih bakterij, delujejo kot 
endotoksini. Njihov vnos mora biti skozi celoten proces proizvodnje omejen. Odstranjuje se jih 
s sterilno filtracijo ali sterilizacijo vseh tekočin, ki jih uporabimo v proizvodnji. Prisotnost 
gostiteljske celične DNK ter njenih tujih in lastnih proteinov sta prav tako nadzorovana. Ob 
njuni prisotnosti se lahko razvije imunski odziv, ki se napačno predpiše proteinskemu zdravilu 
(Lunder, 2007). 
Proteini gostiteljske celice (HCP), so nečistoče katerim je v biofarmacevtski industriji 
namenjeno veliko pozornosti. Odstranjuje se jih s kromatografskimi metodami, v vzorcu pa se 
jih določa z encimsko imunskimi testi (Wolter in Richter, 2005). Proteini HCP so edinstveni za 
gostitelja iz katerega izvirajo, saj se za proizvodnjo bioloških učinkovin uporablja številne 
sisteme, ki se razlikujejo v vrsti in sevu. Proteini, ki izvirajo iz bakterije E. coli so imenovani 
E. coli proteini, proteini, ki izvirajo iz ovarijskih celic kitajskega hrčka pa so CHO proteini 
(Shukla in sod., 2008). Izvirajo lahko iz gostitelja samega, torej so del njegovega sistema, lahko 
pa jih organizem izdela. Številni so pomembni za preživetje, rast in normalno celično delovanje 
(Wang in Mozier, 2009). Že nizke vrednosti HCP-jev lahko pri človeku povzročijo močan 
imunski odziv, zato je zelo pomembno, da se jih odstrani (Shukla in sod., 2008). 
 
2.1.2 Nečistoče povezane s tehnologijo proizvodnje in čiščenja 
 
V postopku proizvodnje se kot del bioprocesa celicam dodajo številne snovi, ki zagotavljajo 
večjo proizvodnjo in celično okrevanje. Procesne nečistoče vključujejo številne rastne faktorje, 
hranila, antibiotike in mnoge druge snovi (Charles River Laboratories, 2016). Za gojenje se 
uporablja medije, ki so po sestavi zelo kompleksni. Nekateri dodatki še posebej doprinesejo k 
vnosu tujih proteinov, kar dodatno oteži postopek čiščenja. Z njimi lahko v sistem vnesemo 
viruse, bakterije, mikoplazme in glive. Poleg tega so številne snovi že same po sebi škodljive 
za ljudi. Te kemikalije se popolnoma odstrani že v zgodnjih fazah čiščenja. Na voljo imamo 
številne analitske postopke za detekcijo, saj si želimo, da so procesne nečistoče v varnih 
količinah (Lunder, 2007). 
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Preglednica 1: Vrste nečistoč (Lunder, 2007). 
 
 
2.1.3 Nečistoče povezane s proizvodom – produktne nečistoče 
 
Proteini so med procesom čiščenja in izolacije izpostavljeni številnim dejavnikom. Kemijske 
spremembe lahko sprožijo denaturacijo proteinov. Pojavijo se lahko konformacijski izomeri in 
druge oblike, ki spremenijo aktivnost in stabilnost proteina. Pri proizvodnji bioloških proteinov 
si želimo proteine, ki so enaki endogenim. Ko celica izloči proteine, so ti izpostavljeni različnim 
dejavnikom, ki vplivajo na njihovo obliko in delovanje. Poznavanje dejavnikov, ki vplivajo na 
izbrane proteine nam omogoča ustrezen nadzor (Lunder, 2007). 
Učinkovito čiščenje je ključno v proizvodnji biofarmacevtskih učinkovin. Proces čiščenja mora 
biti zanesljiv, enostaven in mora odstraniti tako procesne kot produktne nečistoče. Dosežena 
ustrezna čistost, hitrost procesa in skupni izkoristek so ključni parametri, ki jih je potrebno 
upoštevati. Za zagotavljanje ustrezne čistosti izbranega zdravila, se v farmacevtski industriji 
uporablja kromatografske metode (Jagschies in sod., 2008; Kalyanpur, 2002).  
Kromatografija nam omogoča visoko kakovostno čiščenje izbranih molekul. Za separacije 
proteinov imamo na voljo številne različice tekočinske kromatografije, ki v ustreznem 
zaporedju sestavljajo učinkovit sistem čiščenja (Milne, 2011). Čistost proteina je odvisna od 
izbire čistilnega procesa, saj nam le ustrezno zaporedje kromatografskih tehnik zagotavlja 
primerne rezultate (Jozala in sod., 2016).  
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2.2 KROMATOGRAFSKE KOLONE 
 
Kromatografska kolona je sestavljena iz ohišja, ki ga predstavlja valj iz trdnega in močnega 
materiala, kot sta steklo ali jeklo s pokrovoma oz. adapterjema na obeh straneh cevi. 
Proizvajalci nudijo različne velikosti kolon za pakiranje kolon različnih dolžin. Ohišje je iz 
trdnih in močnih materialov. Kolone, ki se uporabljajo na LPLC sistemih morajo zdržati do 8 
barov tlaka, kolone na HPLC sistemih pa tudi do 400 barov (Lek-biofarmacevtika, 2017). 
Drugi del kromatografske kolone predstavlja kromatografski nosilec z vezanimi ligandi, ki služi 
kot stacionarna faza. Stacionarna faza je gelni kromatografski nosilec, ki ga pri izbranih pogojih 
stisnemo v ohišje kromatografske kolone (Lek-biofarmacevtika, 2017). 
 
2.2.1 Pakiranje kromatografskih kolon 
 
2.2.1.1 Kromatografski nosilec 
 
Kromatografski nosilec izbiramo glede na zmožnost ločevanja molekul in ne glede na to, kako 
dobro se ga spakira v kromatografsko kolono. Na razpolago imamo različne kromatografske 
nosilce, ki nam omogočajo različne tehnike kromatografije, med seboj pa se močno razlikujejo 
v strukturi (Rathore in sod., 2003). Struktura kromatografskega nosilca je v glavnem odvisna 
od njegove zamreženosti in poroznosti. Bolj kot je kromatografski nosilec zamrežen, tem bolj 
je odporen na mehanske pritiske, a hkrati manj porozen. Drži tudi obratno, nižja zamreženost 
vodi v višjo poroznost (Carta in Jungbauer, 2010). 
Ločimo mikroporozne in makroporozne kromatografske nosilce. Mikroporozni geli so točkasto 
zamreženi z linearnimi polimeri, kot sta dekstran in poliakrilamid. Ti geli so primerni za 
kromatografske tehnike, kot je velikostno izključevalna kromatografija, saj so to zelo mehki 
materiali, ki ne prenesejo visokih tlakov. Zelo pogosto se uporabljajo v kombinaciji z 
makroporoznimi geli (Janson in Jönsson, 2011). 
Makroporozni geli so sestavljeni iz agregiranih in fizično premreženih polimerov. V to skupino 
sodijo agaroza, silika gel in številni sintetični polimeri. Uporabljajo se za kromatografske 
tehnike kot sta ionsko izmenjevalna kromatografija in afinitetna kromatografija. Makroporozni 
geli so odporni na visoke tlake, tako se lahko uporabljajo v kolonah z visokim protitlakom. V 
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2.2.1.2 Koncentracija suspenzije kromatografskega nosilca 
 
Koncentracija suspenzije, ki jo pripravimo za pakiranje kolone, je izrednega pomena. Glede na 
velikost in širino kromatografske kolone, ki jo želimo spakirati, si pripravimo ustrezno 
koncentracijo suspenzije. Priporočena koncentracija suspenzije znaša 50 % ali več. Suspenzija 
je sestavljena iz določene koncentracije poroznega gela in tekočine s katero se kolono spakira. 
Tekočina, s katero se kolono pakira, je enaka oz. podobna mobilni fazi med ekvilibracijo, katere 
pomembna značilnost je, da ne vpliva na lastnosti kolone. Pri pakiranju je homogenost 
velikostne porazdelitve delcev v suspenziji zelo pomembna. Preden se pripravljeno suspenzijo 
vlije v kolono, jo je potrebno dobro premešati in počasi vliti v kolono. Na ta način zagotovimo, 
da se delci med pakiranjem enakomerno razporedijo po koloni. Z enakomerno razporeditvijo 
velikosti delcev dosežemo enakomeren pretok skozi samo kolono, kar je eden od osnovnih 
pogojev, da lahko dosežemo visoko resolucijo kromatografije (Rathore in sod., 2003). 
 
2.2.1.3 Kompresijski faktor 
 
Kompresijski faktor oz. faktor stiskanja je definiran kot razmerje med volumnom kolone in 
volumnom posedenega kromatografskega nosilca, kar prikazuje enačba 1. Volumen 
posedenega nosilca je zmnožek volumna pripravljene suspenzije in njene koncentracije.  
 
 𝐶𝐹 =  
𝐶𝑉
𝑉 𝑝𝑜𝑠𝑒𝑑𝑒𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑘. 𝑛𝑜𝑠𝑖𝑙𝑐𝑎
 , …(1) 
 
kjer so:  
CF…… kompresijski faktor 
CV….. volumen kolone 
V…… volumen posedenega kromatografskega nosilca 
 
Kompresijski faktorji se med kromatografskimi nosilci razlikujejo in so določeni 
eksperimentalno, njihove vrednosti se gibljejo med 1,1 in 1,3.  Pri višjem faktorju stiskanja 
lahko kromatografski nosilec bolj stisnemo, pri manjšem pa manj (Ge Healthcare, 2016). Višje 
faktorje stiskanja imajo makroporozni kromatografski nosilci in obratno. Ko je izračun 
volumna suspenzije ob upoštevanju neustreznega faktorja stiskanja napačen, kromatografske 
kolone ni mogoče stisniti v ustrezno višino. Večji faktor stiskanja kot upoštevamo, več matriksa 
imamo v suspenziji in obratno. Faktor stiskanja nam pove, koliko se lahko stisne 
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kromatografski nosilec, da je kolona spakirana do izbrane višine in ustrezno stisnjena. 




Pakiranje s pretokom poteka pri konstantnem pretoku. Tako se kolona spakira hitreje, kot če bi 
se kromatografski nosilec posedal sam. Pri pakiranju s pretokom zmanjšamo možnost, da se 
težji delci posedejo hitreje in se tako enakomerno razporedijo v koloni. Pri posedanju 
kromatografskega nosilca skozi noč, se zgodi, da se težji delci posedejo hitreje kot manjši, kar 
lahko povzroči dvig tlaka. Priporočeno pakiranje kolon poteka pri pretoku, ki je za 30 % višji 
od delovnega (Ge Healthcare, 2016). Na ta način se izognemo posedanju kolone med samo 
kromatografijo in njenemu ponovnemu pakiranju. Pretok pri pakiranju je sorazmeren povečanju 
tlaka. Zelo pomembno je, da pakiramo pri tlaku, ki je optimalen za izbran kromatografski 
nosilec, običajno ga priporoči proizvajalec, in pazimo, da ne presežemo maksimalnega tlaka, ki 
ga ohišje kolone in sistem, s katerim pakiramo, še zdržita (Rathore in sod. 2003). 
 
2.2.2 Ustreznost kromatografske kolone 
 
Proces čiščenja biološke učinkovine je sestavljen iz zaporednih kromatografskih korakov. Vsak 
kromatografski korak je izveden na izbranem kromatografskem sistemu z izbranim 
kromatografskim nosilcem, stisnjenim v kromatografsko kolono ustrezne velikosti. 
Učinkovitost delovanja in kvaliteta spakirane kromatografske kolone sta ključna za uspešen 
separacijski proces (Milne, 2011). Skozi življenjski cikel kolone, za zagotovitev ponovljivosti 
in uspešnosti kromatografskih separacij, spremljamo sledeče parametre: 
 Maksimalno število ciklov kolone 
 Ustreznost spakirane kolone (HETP/ Asimetrija) 
 Življenjsko dobo kromatografske kolone oz. pregled njene učinkovitosti 
 Mikrobiološko ustreznost kromatografske kolone 
 Mikrobiološko ustreznost raztopin za shranjevanje 
 
2.2.3 Maksimalno število ciklov kolone 
 
Maksimalno število ciklov je maksimalno število izvedenih separacijskih postopkov na izbrani 
kromatografski koloni. V biofarmacevtski industriji je število ciklov ovrednoteno za vsako 
kromatografsko kolono. Maksimalno število ciklov se med kolonami razlikuje in je odvisno od 
vrste kromatografskega nosilca. Različne vrste nosilcev omogočajo izvedbo različnega števila 
9 
Grobler A. Vpliv pakiranja kromatografskih kolon na kakovost produkta. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
separacij. Maksimalno število ciklov je lahko doseženo le, če nam datum preteka 
kromatografskega nosilca to omogoča. Kolone s kromatografskimi nosilci, ki jim je pretekel 
rok uporabe, se zavrže ali razpakira.  
 
2.2.4 Ustreznost pakiranja kromatografske kolone  
 
Za vsako spakirano kolono pred prvo uporabo preverimo njeno kakovost s posebnim, pulznim 
testom, s tem skušamo že vnaprej zagotoviti ustreznost in ponovljivost kromatografskega 
koraka. Rezultati referenčnih testov nam ne zagotavljajo uspešnosti pri posameznem 
kromatografskem koraku, ampak so nam v pomoč pri zagotavljanju ponovljivosti pakiranja 
kolone (Rathore in sod., 2003). 
Referenčni testi se običajno izvedejo s pulzno motnjo testne molekule, ki potuje skozi kolono. 
Testno molekulo izberemo tako, da le-ta ne reagira z ligandi vezanimi na kromatografski 
nosilec. Začetna ozka porazdelitev testne molekule se pri prehodu preko kolone razleze. 
Ključno za izbiro testne molekule je, da imamo merilno napravo, ki lahko to molekulo zazna 
(npr. molekule soli zaznamo z meritvijo prevodnosti ali molekule acetona zaznamo z meritvijo 
absorpcije svetlobe pri 280 nm). S takšnim testom dobimo podatke o kvaliteti pretoka skozi 
kolono, odkrijemo lahko, ali so delci enakomerno razporejeni, ali je v koloni kakšna razpoka, 
preverimo protitlak in primerno stisnjenost kromatografskega nosilca (Rathore in sod., 2003). 
Praksa temelji na merjenju dveh parametrov, kot sta HETP in asimetrija. Rezultati obeh 
parametrov nam služijo kot pomoč pri ustreznem pakiranju ostalih kromatografskih kolon, ter 
omogočajo kontrolo stabilnosti nosilca skozi določeno obdobje uporabnosti. V biofarmacevtski 
industriji, kjer se posamezne kolone uporabi večkrat, je zelo pomembno sprotno preverjanje 
ustreznosti kolone (Ge Healthcare, 2010).  
 
2.2.4.1 Pulzni test 
 
Najbolj uporabljen test za preverjanje ustreznosti je pulzni test. Za njegovo izvedbo se uporabi 
majhen volumen sledljive snovi, kot sta aceton ali raztopina NaCl. Testno snov se injicira v 
tekočino, ki potuje skozi kolono. Glede na kemijo kromatografskega medija se priporoča 
različne standarde in raztopine za izvedbo testa. Priporočeno je injiciranje 1-2 % acetona ali 
0,4-0,8 M NaCl. Na monitorju spremljamo spremembo prevodnosti in absorbance. Pri tem je 
zelo pomemben volumen injiciranega standarda, katerega vrednost je v priporočenih 1-2,5 % 
volumna kolone. Rezultat testa je viden kot izrazit vrh na kromatogramu (Ge Healthcare, 2010). 
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2.2.4.2 Retencijski ali zadrževalni čas 
 
Retencijski čas je čas spojine, ko ta potuje skozi kolono do detektorja. Retencijski časi se 
razlikujejo med različnimi spojinami, saj vsaka potrebuje različno dolgo, da prepotuje pot do 
detektorja (Janson in Jönsson, 2011). Definiran je z enačbo 2: 
 tr = tm + ts,   …(2) 
 
kjer so:  
tr… retencijski čas komponente 
tm… čas spojine v mobilni fazi 
ts… čas spojine v stacionarni fazi 
Gre za seštevek časov, ko snov potuje skozi mobilno in stacionarno fazo do detektorja (Janson 
in Jönsson, 2011).  
 
 
Slika 1: Kromatografski vrh. Sredina vrha nam podaja retencijski čas (Rathore in sod., 2003). 
 
2.2.5 Vrednotenje ustreznosti kolone 
 
Za vrednotenje ustreznosti kolone se uporablja številne mere, ki so nam v pomoč pri oceni 
kakovosti. V praksi sta najbolj uporabljeni HETP in Asimetrija. Uporabljajo se pa še drugi: 
število teoretičnih podov, reducirana višina teoretičnega poda in faktor simetrije (Rathore in 
sod., 2003).  
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2.2.5.1 Število teoretičnih podov (N) 
 
Število podov nam pove, kakšna je učinkovitost kolone, ki jo uporabljamo. Večje kot je število 
podov, boljša je ločljivost kolone. Vsi vrhovi z enako asimetrijo imajo v kromatografiji enako 
število teoretičnih podov. To število pomeni, kolikokrat se topljenec porazdeli med fazama pri 
potovanju skozi kolono (Janson in Jönsson, 2011). 
Za računanje števila teoretičnih podov se uporabi enačbo 3: 
 N =16(tr/Wb)2, …(3) 
 
kjer so: 
tr… retencijski čas komponente 
Wb… širina vrha  
Število podov se lahko izračuna še s pomočjo enačbe 4: 
 N =5.54(tr/W1/2)2, …(4) 
kjer so: 
tr… retencijski čas komponente 
W1/2… širina na polovici višine vrha 
Število teoretičnih podov je odvisno od višine kolone (L), zato za primerjavo dveh 
kromatografskih kolon, ki sta različnih velikosti, vpeljemo dva parametra, ki sta neodvisna od 
višine kolone. Kvaliteto kolone lahko ocenimo s številom teoretičnih podov na meter, enačba 
(4), ali višino teoretičnega poda, ki je opredeljen kot je zapisano v enačbi (6) (Rathore in sod., 
2003).  
 Število podov/meter = N/L,   …(5) 
kjer je: 
L… celotna višina kolone 
 H =L/N,   …(6) 
 
kjer so: 
N… število teoretičnih podov 
L… dolžina kromatografske kolone 
H ali HETP… višina teoretičnega poda 
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Visoke vrednosti HETP ponavadi povedo, da kolona ni ustrezno spakirana, lahko pa je razlog 
tudi v tem, da sta injekcijska brizga ali detektor predaleč od kolone. 
Nizke vrednosti HETP pa nam povedo, da je prišlo do vezave testne molekule s funkcijskimi 
skupinami na koloni (Rathore in sod., 2003).  
 
2.2.5.2 Reducirana višina teoretičnega poda (h) 
 
Porozni delci v različnih kromatografskih nosilcih so lahko različnih velikosti. Kadar želimo 
primerjati med seboj kolone, ki vsebujejo kromatografske nosilce z različnimi velikostmi 
poroznih delcev, vpeljemo nov parameter, reducirano višino teoretičnega poda. Ta je definirana 
kot razmerje med višino teoretskega poda in povprečnim premerom delcev kromatografskega 
nosilca in je tako neodvisna od velikosti delcev (Rathore in sod., 2003).  
 
 h = HETP/dp,   …(7) 
 
kjer so: 
h… reducirana višina teoretičnega poda 
dp… premer delcev medija 




Obliko kromatografskega vrha ovrednotimo z asimetrijo. Popoln kromatografski vrh ima 
vrednost 1 in vsako odstopanje od te vrednosti je pokazatelj neustreznega pakiranja kolone 
(Rathore in sod., 2003). 
Asimetrija je opredeljena kot sledi v enačbi 8:  
 AS = b/a,  …(8) 
 
kjer sta: 
a… razdalja od začetnega konca vrha do sredine vrha 
b… razdalja od sredine vrha do konca vrha 
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Slika 2: Shematski sliki dveh rezultatov pulznega testa, s prikazom izračuna asimetrije. Slika (a) ponazarja rezultat 
s previsoko asimetrije (kolona je bila stisnjena s premajhnim tlakom), slika (b) pa ponazarja rezultat pulznega 
testa, kadar je kromatografski nosilec stisnjen preveč (Bose, 2014). 
 
Asimetrija je merjena pri 5 % ali 10 % maksimalne višine vrha. Vrednosti asimetrije med 0,8 
in 1,4 so ustrezne, se pa razlikujejo med posameznimi kromatografskimi nosilci (Ge Healthcare, 
2010).  
Če so vrednosti manjše od 0,8 je kolona preveč stisnjena, kar pomeni, da je bila pakirna pri 
previsokem tlaku oz. pretoku. Asimetrija večja od 1,4 pa pove, da je kolona premalo stisnjena, 
zaradi pakiranja pri nizkem tlaku oz. pretoku. Visoka asimetrija je lahko tudi znak prisotnosti 
zračnih mehurčkov ali premajhne količine vbrizganega vzorca (Rathore in sod., 2003). 
 
2.2.5.4 Faktor simetrije (T) 
 
Poleg asimetrije se za vrednotenje kromatografskega vrha uporablja tudi faktor simetrije. Tako 
faktor simetrije kot asimetrije imata vrednot 1 za popolne simetrične kromatografske vrhove. 
Idealna oblika kromatografskega vrha je Gaussova porazdelitev, ki je oblikovana v obliki zvona 
oz. normalne krivulje. Vrednost simetrije narašča ali pada, ko asimetrija na koncu ali začetku 
kromatografskega vrha vedno bolj izstopa (Dolan, 2003; Janson in Jönsson, 2011). Faktor 
simetrije je merjen pri 5 % maksimalne višine vrha in je definiran kot: 
 
 T =W0.05/2·f,   …(9) 
 
kjer sta: 
W0.05… širina vrha pri 5 % celotne višine 
f… razdalja od začetnega konca vrha, do njegove sredine 
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2.2.6 Življenjska doba kromatografske kolone 
 
Ustrezno spakirana kromatografska kolona, se lahko uporabi za čiščenje biomolekul. 
Pomembno je sprotno preverjanje kvalitete kolone skozi ves njen življenjski cikel. Tako se 
izognemo kolonam, ki niso več uporabne oz. dovolj učinkovite. Testiranje kolon se izvaja pred 
in po uporabi, ko se preveri vrednosti Asimetrije in HETP. Preverja pa se tudi prisotnost 
nečistoč med samim procesom separacije in primerja profile elucije. Na koncu vsakega 
separacijskega postopka pa se izvede izračun izkoristka (Rathore in sod. 2003). 
 
2.2.7 Mikrobiološka ustreznost kromatografske kolone in raztopin 
 
Spakirane kromatografske kolone, ki niso v uporabi, se periodično testira za njihovo 
mikrobiološko ustreznost. Prav tako se testira raztopine v katerih so kolone shranjene. 
Pomemben je pregled roka uporabe tako kolone kot tekočin za shranjevanje kolon. Zelo 
pomembno je čiščenje ohišja kromatografske kolone pred pakiranjem oz. po razpakiranju, saj 
se tako očisti dele ostalega kromatografskega nosilca in nečistoče iz kolone. Spakirane 
kromatografske kolone se očisti z destilirano vodo, ki omogoči desorbcijo prisotnih proteinov. 
Za učinkovito čiščenje in sanitacijo se priporoča uporaba NaOH (Grönberg in sod., 2011). 
Natrijev hidroksid je zelo učinkovit pri odstranjevanju proteinov in nukleinskih kislin, prav tako 
inaktivira številne viruse, bakterije, glive, kvasovke in endotoksine. Za shranjevanje se 
uporablja 20 % etanol, ki deluje kot bakteriostatična raztopina (Sofer in Yourkin, 2007). 
Vse raztopine in pufri so pripravljeni iz PW vode (purified water), mehansko filtrirane vode, ki 
ne vsebuje nečistoč. Najbolj uporabljen primer PW vode je destilirana voda. WFI voda, ki se 
prav tako uporablja za pripravo pufrov in raztopin (vode za injekcije) je voda visoke kvalitete 
brez kontaminiranih delcev. S filtriranjem se še dodatno zagotovili mikrobiološko ustreznost 
raztopin, ter tako preprečili vnos dodatnih nečistoč na kolono. Mikrobiološka neustrezno 
kromatografske kolone se pokaže ob prisotnosti tuje DNK v vzorcih in navzkrižni reaktivnosti 
z ELISA testiranjem. Mikrobiološko neustrezne kromatografske kolone se ustrezno očisti, če 
to ni mogoče se spakira nove (Grönberg in sod., 2011). 
 
2.3 TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA 
 
Tekočinska kromatografija je proces ločevanja posameznih komponent v vzorcu in temelji na 
različnem porazdeljevanju komponent med stacionarno fazo, ki je v trdni obliki in mobilno 
fazo, ki potuje skozi kolono v tekoči obliki. Molekule z večjo težnjo po vezavi s stacionarno 
fazo se skozi sistem pomikajo počasneje kot molekule, ki manj interagirajo s stacionarno fazo 
(Ersson in sod., 2011). 
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Kolonska kromatografija je ločitvena metoda, pri kateri je stacionarna faza spakirana v 
kromatografsko kolono in mobilna faza potuje skozi njo s pomočjo tlačne črpalke. Vzorec preko 
injektorja nanesemo na kolono, mobilna faza pa omogoča njegovo potovanje skozi kolono. Na 
drugem koncu je priključen detektor, ki spremlja signal v odvisnosti od časa  (Ersson in sod., 
2011).  
 
Slika 3: Tekočinska kromatografija (Ersson in sod., 2011). 
 
Za pakiranje in izvajanje separacijskih postopkov so v uporabi številni kromatografski sistemi, 
med katerimi sta najbolj uporabljena nizkotlačna tekočinska kromatografija (LPLC) in 
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC). Sistem LPLC, ki deluje pri nizkih tlakih 
se uporablja za čiščenje večjih količin vzorca, ločevanje pa poteka na kromatografskih kolonah 
večjega obsega. Sistem HPLC se uporablja predvsem za analitske namene. Ločevanje vzorca 
poteka pri visokih tlakih, v uporabi so manjše kromatografske kolone, ki ustvarijo visok 
protitlak. Ker sistem deluje pri višjem tlaku, je resolucija ločevanja posameznih komponent 
boljša kot s sistemom LPLC (Ersson in sod., 2011). 
Glede na vrsto interakcije med mobilno in stacionarno fazo ločimo več različic tekočinske 
kromatografije: Afinitetna kromatografija (AC), ionsko izmenjevalna kromatografija (IEC), 
hidrofobno interakcijska kromatografija (HIC), velikostno izključevalna kromatografija (SEC), 
mešana kromatografija (MMC), ter mnoge druge (Jungbauer, 2005).  
 
2.4 HIDROFOBNO INTERAKCIJSKA KROMATOGRAFIJA (HIC) 
 
V zadnjih letih se je hidrofobno interakcijska kromatografija (HIC), izkazala kot zelo uporabna 
tehnika za čiščenje bioloških spojin tako v laboratorijskem merilu kot tudi v industrijskem 
merilu (Queiroz in sod., 2001).  
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Kromatografija HIC je metoda za čiščenje bioloških makromolekul na osnovi njihove 
hidrofobnosti. Na ta način nam je omogočeno ločevati komponente, ki jih ostale tehnike ne 
zmorejo. Gre za zelo občutljivo kromatografsko metodo, ki omogoča ločevanje proteinov 
razlikujočih se v eni sami aminokislini (O’Farrell, 2004; Benedek, 2004). 
Kromatografija HIC je bila v zadnjih letih zelo uporabljena metoda pri odstranjevanju številnih 
nečistoč, kot so  npr. proteini gostiteljske celice in mnoge druge. Ker smo si v magistrskem delu 
želeli podrobneje ogledati odstranjevanje HCP proteinov, je bila izbrana kot osrednja 
kromatografska metoda tega magistrskega dela. 
  
2.4.1 Princip delovanja HIC 
 
Hidrofobne interakcije imajo pomembno vlogo v bioloških sistemih, saj so vodilna sila pri 
nastajanju struktur in zlaganju proteinov. Kromatografija HIC izkorišča hidrofobnost proteinov 
za njihovo izolacijo. Ločevanje poteka na bazi hidrofobnosti med ligandi, ki so vezani na 
kromatografski nosilec in proteini v vzorcu. Bolj kot je molekula hidrofobna, močneje se bo 
vezala. S spremembami v koncentraciji soli vplivamo na moč vezave proteina, lahko okrepi ali 
oslabi hidrofobne interakcij med ligandi in proteini. Pri uporabi visokih koncentracij soli je 
potrebno paziti na topnost proteina v takšni raztopini. Na splošno, sol v majhnih koncentracijah 
povečuje topnost proteina, velike koncentracije pa zmanjšujejo topnost, pri močno zmanjšani 
topnosti se lahko protein obori (Tomaz in Queiroz, 2013). 
 
2.4.2 Lastnosti HIC 
 
Čiščenje biomolekul s HIC ni odvisno le od njihove hidrofobnosti, temveč tudi od 
kromatografskih pogojev, lastnosti absorbenta (kromatografski nosilec, tipa liganda, dolžine 
njegove verige in njegove gostote), mobilne faze (tipa in koncentracije soli, pH) in temperature 
(Queiroz in sod., 2001). 
 
2.4.2.1 Stacionarna faza 
 
Stacionarna faza je sestavljena iz hidrofilnega kromatografskega nosilca s hidrofobnimi ligandi. 
Lastnosti nosilca so odvisne od njegove kemične strukture in velikosti delcev. Kromatografski 
nosilec mora biti hidrofilen, da omogoča reverzibilno adsorpcijo. Zato se najbolj uporablja 
hidrofilne polisaharidne polimere kot so agaroza, celuloza, dekstran ter silicijev dioksid (Tomaz 
in Queiroz, 2013). 
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Vrsta liganda in njihova gostota pomembno vplivata na izid kromatografije. Najbolj uporabljeni 
ligandi za HIC so linearni verižni alkani z ali brez terminalne amino skupine ali pa fenil in 
druge aromatske skupine. Hidrofobnost in moč interakcije se povečujeta z dolžino alkilnih verig 
(Fekete in sod., 2016). 
Število povezav pri HIC narašča s povečanim številom vezanih ligandov. Hkrati se povečuje 
tudi moč vezave, kar lahko vodi do težav pri eluciji (Queiroz in sod., 2001). 
 
Slika 4: Najpogosteje vezani ligandi pri HIC (Tomaz in Queiroz, 2013). 
 
2.4.2.2 Mobilna faza 
 
Tip in koncentracija soli v mobilni fazi imata zelo pomembno vlogo, saj vplivata na stabilnost 
hidrofobnih povezav. Predstavniki kozmotropnih ionov stabilizirajo hidrofobne vezi, medtem 
ko jih kaotropni ioni slabijo. S koncentracijo soli narašča število hidrofobnih vezi. Adsorbirane 
proteine se eluira s stopenjsko ali gradientno elucijo z zmanjšanjem koncentracije soli. Poleg 
soli, lahko za spreminjanje moči hidrofobnih interakcij uporabljamo tudi organska topila. 
Glikol, acetonitril in alkoholi se običajno uporablja, da oslabijo ali prekinejo hidrofobne 
interakcije (McCue, 2014). 
Vrednost pH mobilne faze je lahko zelo pomemben dejavnik, saj vpliva na jakost hidrofobnih 
interakcij in s tem na vezavo proteinov. Vrednost pH je odvisna od proteina, glede na izbrani 
protein se določi vrednosti pH mobilne faze, ki zagotavlja optimalno okolje. Ugotovljeno je 
bilo, da se vezava proteinov najbolj spremeni pri vrednostih pH nad 8,5 in pod pH 5. Pri višjih 
pH vrednostih postanejo molekule bolj hidrofilne s tem se zmanjšuje hidrofobne interakcije 
med proteinom in hidrofobnim ligandom. Na drugi strani pa znižanje pH vrednosti povzroči 
naraščanje hidrofobnosti (McCue, 2014). 
Povečanje temperature pri HIC izboljša proteinsko vezavo, nižanje temperature pa spodbuja 
elucijo proteinov (Tomaz in Queiroz, 2013). 
18 
Grobler A. Vpliv pakiranja kromatografskih kolon na kakovost produkta. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
2.4.3 HIC koraki 
 
Stopnja čistosti biomolekule je odvisna od izbire kromatografske tehnike. Kromatografija HIC 
je vsestranska kromatografska tehnika, in zato ustrezna izbira pri čiščenju biomolekul. 
Največkrat se uporablja v kombinaciji z ostalimi kromatografskimi tehnikami. Ločevanje z HIC 
poteka v primerjavi z IEC (ionsko izmenjevalno kromatografijo) pri višjih koncentracijah soli, 
ki lahko povzročijo obarjanje proteina, zato slednja velja za ključno kromatografsko tehniko. 
Ker so za HIC potrebne visoke koncentracije soli, se večkrat uporablja za tehnikami, ki so 
pustile vzorec v slanem okolju (Tosoh Bioscience, 2017).  
Tipični pogoji delovanja kromatografije vključujejo več korakov. Prvi korak je izbira 
kromatografskega nosilca in pakiranje kromatografske kolone. Nato sledi vzpostavitev 
ravnotežja spakirane kolone z elucijskim pufrom. Tretji korak vključuje pripravo vzorca in 
nanos le tega na kolono. Naslednja koraka sta elucija in ločevanje ciljne spojine. Zadnja koraka 
sta čiščenje in regeneracija kromatografskega nosilca (McCue, 2014). 
Izbira kromatografskega nosilca je odvisna od hidrofobnosti tarčne biomolekule. Ta se naj bi 
vezala pri nižjih koncentracijah soli, da se prepreči obarjanje biomolekule. Ker so za HIC 
značilne visoke koncentracije soli, se tip in koncentracijo določi eksperimentalno za vsako 
ločevanje z HIC (Ge Healthcare, 2006).  
Za vezavo biomolekule na nosilec, morata imeti tako vzorec kot ekvilibracijski pufer enako 
koncentracijo soli. Pri visokih koncentracijah soli je pri pripravi vzorca potrebno biti pozoren 
na topnost, saj lahko v nasprotnem primeru oborimo protein (McCue, 2014). 
Nanosu na kolono in vezavi proteinov z ligandi ob prisotnosti ustrezne koncentracije soli sledi 
elucija ali izpiranje. Elucijo tarčne biomolekule pogosto izvedemo z znižanjem koncentracije 
soli. Vezane proteine eluiramo s stopenjsko ali gradientno elucijo z zniževanjem koncentracije 
soli (Ge Healthcare, 2006). 
 
Slika 5: Shematski prikaz gradientne elucije proteina. UV signal prikazuje dva ločena vrhova, agregiran protein 
se močneje veže na hidrofobne ligande in se zato eluira pri nižji koncentraciji soli (Ge Healthcare, 2006).  
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Po končanem separacijskem postopku sledita čiščenje in regeneracija kromatografske kolone. 
Sta bistvenega pomena za vzdrževanje kromatografske uspešnost spakirane kolone. Za čiščenje 
se največkrat uporabi NaOH, s tem se prepreči okužbo kolone oz. ponovno pakiranje.  
 
2.5 ANALITIKA VZORCA 
 
2.5.1 Reverzno fazna kromatografija (RPC) 
 
Reverzno fazna kromatografija je zelo pomembna metoda, saj omogoča ne samo čiščenje 
proteina, temveč tudi analizo le tega. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, ki ločuje 
komponente pod visokim tlakom je nepogrešljiv del analitskega laboratorija (Amersham 
Biosciences, 1999). 
Reverzno fazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (RP-HPLC) se uporablja pri 
preverjanju čistosti proteinov, določanju koncentracije vzorca, ločevanju komponent in 
mapiranju peptidov (Amersham Biosciences, 1999). Kromatografija RPC ločuje molekule 
glede na razlike v njihovi hidrofobnosti. Gre za tehniko, ki je zelo sorodna hidrofobni 
interakcijski kromatografiji, HIC. Kromatografiji HIC in RPC temeljita na hidrofobnih 
interakcijah med molekulo in ligandi kromatografskega nosilca. Razlika med njima je v tem, 
da je površina RPC medija veliko bolj hidrofobna kot površina medija pri HIC, saj močne 
hidrofobne površine omogočajo močne povezave med delci (Ge Healthcare, 2006).  
 
2.5.2 Encimsko imunski testi (ELISA) 
 
Test ELISA je trenutno najbolj uporabljena metoda, za določanje HCP v vzorcu. Zaradi 
potencialne imunogenosti HCP-jev je določanje njihove prisotnosti v vzorcu izredno 
pomembno. Za določanje je pomembna priprava poliklonskih in monoklonskih protiteles 
(Simčič, 2010). Protitelesa, ki nastanejo kot odziv na antigene HCP, se uporabi v postopku 
ELISE. Protitelesa so pripravljena tako, da se mešanico HCP proteinov injicira v modelno žival. 
Kot odziv na vbrizgane antigene, nastanejo protitelesa. Ker identiteta vseh antigenov ni 
poznana, poliklonska protitelesa prepoznajo večino prisotnih HCP v vzorcu (Hogwood in sod., 
2013).  
V uporabi sta neposredna tehnika in posredna sendvič ELISA, pri kateri se na mikrotitrske 
plošče veže specifična protitelesa proti antigenu. Obstaja tudi tehnika, pri kateri sekundarno 
protitelo ni označeno z encimom, pač pa je z encimom označeno tretje protitelo, ki se specifično 
veže na sekundarno protitelo, v tem primeru govorimo o tehniki sendvič ELISE (Stamm in sod., 
2012). 
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Kemikalije in reagenti 
Tris [(HOCH2)3CNH2] 
Natrijev klorid (NaCl) 
Organsko topilo1 
PW voda (očiščena voda) 
WFI voda (voda za injekcijo) 
Natrijev hidroksid različnih množinskih koncentracij: 1 M NaOH, 0,5 M NaOH, 0,1 M 
NaOH, 0,01 M NaOH 
70 % IPA- za čiščenje 
20 % etanol- za shranjevanje 
1 % aceton- za test kolone 
Pakirna raztopina-raztopina soli omenjenih surovin: (Tris / NaCl/ organskega topila)2 
Ekvilibracijska raztopina- raztopina soli omenjenih surovin: (Tris / HCl/ NaCl)3, 5 L 
Elucijska raztopina- raztopina soli omenjenih surovin: (Tris / HCl/ organsko topilo)4, 5 L 






Uporabljeno organsko topilo (1), pakirna raztopina (2), ekvilibracijska raztopina (3), elucijska raztopina (4), 
vzorec z izbranim proteinom (5), ter uporabljen kromatografski nosilec (6) so poslovna skrivnost družbe Lek. 
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Laboratorijski material 
Plastične centrifugirke : 10 mL in 50 mL  
Čaše: 1 L, 5 L 
Pipete za enkratno uporabo: 10 mL in 25 mL 
0,2 µm filtri- za filtracijo pufrov in raztopin  
Avtomatske pipete z različnimi območji pipetiranja 
Merilni valji različnih velikosti 
Zanke za injiciranje vzorca 
centrifugirke Eppendorf 
Steklenice: 1 L, 2 L 
Magnetna mešala 





Zmrzovalnik (-20 °C) in zamrzovalna skrinja (-80 °C) 
UV spektrofotometer (Eppendorf) 
Kromatografski sistem (ÄKTA explorer in ÄKTA avant) 
Prazne kromatografske kolone (31 mL) 
Manometer 
Priključki in cevke za kolono 
Centrifuga (Eppendorf) 
Laboratorijske tehtnice 
Konduktometer (Mettler toledo) in pH meter (Mettler toledo) 
Stojala za kromatografske kolone 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Pakiranje kromatografskih kolon 
 
3.2.1.1 Model kolone  
 
Pred pakiranjem smo izbrali ustrezen model kolon. Kromatografski nosilec smo spakirali v XK 
kolone s premerom 16 mm. Višina spakiranih kolon ni smela presegati višine 13 cm, saj se 
ciljana višina za HIC kromatografijo giblje med 10 in 13 cm. Pred uporabo smo zunanjost 
kolone pregledali in po potrebi na obeh straneh zamenjali tesnila in mrežice. Vse dele 
kromatografske kolone smo očistili s 70 % 2-Propanolom (IPA).  
 
3.2.1.2 Priprava pakirne raztopine 
 
Natančna priprava pufra je zelo odvisna od proteina, ki se čisti s HIC. Pakirna raztopina mora 
vsebovati sol in pH na enakem nivoju kot pufra za nanos na kolono. Izbira raztopine je 
predvsem empirična, saj se pri pakiranju uporablja enake oz. zelo podobne pufre kot pri 
separaciji, saj se na ta način kolona pripravi za postopek čiščenja proteina. 
 
V našem primeru smo kot pakirno raztopino uporabili zmes Tris-a/NaCl/organskega topila1, 
katere pH območje se giblje okrog 7. Najprej smo zatehtali vse potrebne sestavine in jih stresli 
v 5 litrsko plastično čašo napolnjeno s 4800 mL PW vode. S pomočjo magnetne plošče in 
magnetnega mešala smo raztopili posamezne zatehtane komponente pufra. Nato smo s 
klorovodikovo kislino uravnali pH na ciljano vrednost. Pripravljeno raztopino smo prelili v 5 
litrsko merilno bučko in dodali PW vodo do oznake na merilni bučki. Pakirno raztopino smo 
filtrirali skozi 0,22 µm filter in prelili v steklenice primernih v 
elikosti.  
 
3.2.1.3 Kromatografski nosilec 
 
Pripravi kolon je sledila izbira kromatografskega nosilca in priprava suspenzije. Izbira 
kromatografskega nosilca je odvisna od proteina, ki se čisti s HIC kromatografijo. Uporabili 
smo kromatografski nosilec2, katerega funkcijska skupina je močan hidrofobni ligand – O-CH2-
CH2-CH3. Za pakiranje smo uporabili kromatografska nosilca iz dveh različnih proizvodnih 
šarž. Pripravili smo pakirno suspenzijo tako, da smo najprej določili njeno koncentracijo. 
 
___________________________________________________________________________ 
Uporabljena pakirna raztopina (1) in uporabljen kromatografski nosilec (2) sta poslovna skrivnost družbe Lek.  
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Kromatografski nosilec, ki je bil v plastični posodi shranjen v raztopini etanola smo homogeno 
premešali, nato smo določen volumen nosilca prelili v merilni valj. Kromatografski nosilec se 
je preko noči posedel v valju in naslednji dan smo izračunali koncentracijo tako, da smo odčitali 
vrednosti volumna posedenega kromatografskega nosilca, ki se je delila z vrednostjo celotnega 
volumna suspenzije. Priporočena je 50 % koncentracija suspenzije ali več, ki zagotovi, da se 
kolona spakira na izbrano višino.  
Ko smo odčitali koncentracijo, smo izračunali volumne suspenzije za kolone (enačba 10). 
Volumen suspenzije je volumen kromatografskega nosilca in pakirne raztopine, ki smo ga 
določi glede na tip kolone. Pri tem smo upoštevali višino in premer kolone, faktor stiskanja in 
izračunano koncentracijo suspenzije. Iz merilnega valja smo odlili etanol in po potrebi dodali 
ali odstranili kromatografski nosilec, da je bila koncentracija suspenzije res 50 % ali več.  
 
 V suspenzije = r2 · π·h nosilca ·CF/ (Csuspenzije),                            …(10) 
 
kjer so:  
r2 … polmer kolone 
h nosilca … višina kolone  
CF … faktor stiskanja 
Csuspenzije… koncentracija suspenzije 
 
Kromatografski nosilec je bil pred tem shranjen v raztopini etanola. Da smo etanol v celoti 
odstranili smo pripravljeno suspenzijo centrifugirali. Suspenzijo smo prelili v plastične 
centrifugirke in centrifugirali 3 minute pri 2000 obratih. Po centrifugiranju smo odlili 
supernatant. Postopek smo ponovili 2-krat z WFI vodo in 3-krat s pakirnim pufrom, s tem smo 
odstranili etanol in kromatografski nosilec zmešali s pufrom za pakiranje. Na koncu smo dodali 
pakirno raztopino, da je celotna koncentracija pakirne suspenzije znašala 50 % ali več. Celotno 
suspenzijo smo dobro premešali.  
 
3.2.1.4 Pakiranje kolon 
 
Pakiranje prvih petih kolon je potekalo na kromatografskem sistemu ÄKTA explorer, pakiranje 
naslednjih petih pa na kromatografskem sistemu ÄKTA avant. Za pakiranje kolon izbrane vrste 
sta oba sistema ekvivalentna, saj zagotavljata dovolj visoke pretoke in sta odporna na visoke 
tlake. Postopek pakiranja je bil tak, kot sledi. Kromatografsko kolono smo postavili poleg 
sistema. Cevke, ki vodijo v sistem smo povezali s pakirno raztopino v čaši. Da lahko dosežemo 
dovolj nizko koncentracijo suspenzije, v prvem delu pakiranja povežemo skupaj dve koloni: 
zgornja kolona služi kot rezervoar in omogoča, da se kromatografski nosilec počasneje in bolj 
enakomerno poseda, v spodnjo kolono pa se kromatografski nosilec stisne na končno višino. 
Kolono smo povezali s sistemom in nastavili pretok tekočine skozi cevke (Slika 6a). 
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(a) (b) (c) 
Slika 6: Pakiranje kromatografske  kolone: (a) povezani kromatografski koloni,  (b) vlivanje suspenzije v kolono 
s pomočjo spatule, (c) postavljanje kolone s pomočjo vodne tehtnice v navpično lego.  
 
Pripravljeno pakirno suspenzijo smo počasi vlili v kolono. Pri vlivanju suspenzije smo si 
pomagali s spatulo, zato da je tekočina lepo tekla ob steni kolone (Slika 6b). Kolono smo zaprli 
in nastavili ustrezen pretok tekočine. Postavljeno kolono smo s pomočjo vodne tehtnice 
postavili v navpično lego, ki je ključna za enakomerno stisnjen kromatografski nosilec (Slika 
6c). Kromatografski nosilec se pakira drugače kot običajni nosilci. Za najboljše rezultate se 
priporoča pakiranje pri visokem tlaku oziroma visokem pretoku tekočine. Kromatografski 
nosilec ne sme biti izpostavljen tlaku višjemu od 3 barov, saj lahko pride pri višjih tlakih do 
mehanskih deformacij nosilčeve strukture. Prav tako same kolone ne smemo izpostaviti tlaku 
višjemu od 5 barov, nad katerim lahko kolona poči. 
  
Pakiranje je potekalo v treh korakih. Najprej s pomočjo zgornje kolone, ki je delovala kot 
rezervoar (Slika 7a). Ko se je kromatografski nosilec dovolj posedel, smo zgornjo kolono 
odstranili in nadaljevali pakiranje z ustreznim pretokom. Ko se je nosilec po določenem času 
dodatno posedel za nekaj milimetrov, smo ustavili pretok in adapter kolone potisnili v 
kromatografski nosilec. Adapter kolone je pokrov kromatografske kolone, s katerim kolono 
zapremo. Del adapterja je tudi podaljšek s tesnilom ob robu, ki ga lahko umestimo v notranjost 
kolone z vrtenjem ali potiskom. Adapter deluje kot tesnilo, na spodnjem koncu ima manjši filter 
oz. mrežico, ki preprečuje uhajanje kromatografskega nosilca.  
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(a) (b) (c) 
Slika 7: Posamezni deli kromatografske kolone: (a) zapiranje adapterja na zgornji koloni, (b) prazna 
kromatografska kolona s spodnjim adapterjem, (c) spakirana kromatografska kolona.  
Poleg tesnjenja in zadrževanja nosilca ima adapter skozi svojo navpično os kanal, ki omogoča 
prost pretok mobilne faze (Slika 7b). Kolono prek adapterja povežemo s kromatografskim 
sistemom s primerno cevjo. Adapterja sta nameščena na obeh straneh kolone, tako preprečimo 
uhajanje kromatografskega nosilca iz kolone (Slika 7c).  
 
Eden izmed osrednjih namenov tega magistrskega dela je bil spakirati kromatografske kolone 
z različno vrednostjo asimetrije, z različno vrednostjo HETP in številom teoretičnih podov. Da 
bi dosegli razlike v izmerjenih vrednostih asimetrije, HETP in številom teoretičnih podov, smo 
kolone spakirali pri različnih in kolikor mogoče kontroliranih pogojih.  
 
3.2.1.5 Postopki pakiranja posameznih kolon 
 
Prvo kolono smo pripravili kot referenčno, torej z asimetrijo okoli 1 in vrednostjo HETP v 
sredini željenega območja. Da bi dosegli takšne rezultate, smo jo spakirali pri optimalnih 
pogojih. Pri pakiranju nismo presegli tlaka 3 barov. Zadnji korak pakiranja, je kolono stisnil in 
preprečil posedanje med separacijo. 
Preglednica 2: Postopek pakiranja prve kromatografske kolone. 
KOLONA PRETOK (mL/min) ČAS (min) TLAK (bar) 
 
Kolona (1) 
 Postopno dvigovanje od 1 do 20                                          
Brez rezervoarja 26                                                                                                         
Postopno dvigovanje od 1 do 26 
10                       
50
15 
2                                     
2,5       
2,9 
 
Drugo kromatografsko kolono smo pakirali z enakim nosilcem pri nižjem pretoku. Pakirali smo 
krajši čas. Da bi dosegli višje vrednosti asimetrije smo izpustili zadnji korak pakiranja, ki je 
ključen, saj se pri njem kolona še dodatno stisne. 
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Preglednica 3: Postopek pakiranja druge kromatografske kolone. 
KOLONA PRETOK (mL/min) ČAS (min) TLAK (bar) 
 
Kolona (2) 
 Postopno dvigovanje od 1 do 22                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                







Tretjo kromatografsko kolono smo pakirali z enakim nosilcem pri nižjem pretoku kot prejšnji 
dve koloni. Posledično je bil nižji tlak tudi na koloni. Ponovno smo izpustili zadnji korak 
pakiranja, spet z namenom, da dosežemo višjo asimetrijo.  
 
Preglednica 4: Postopek pakiranja tretje kromatografske kolone. 
KOLONA PRETOK (mL/min) ČAS (min) TLAK (bar) 
 
Kolona (3) 
 Postopno dvigovanje od 1 do 22                                                              
Brez rezervoarja, 1 in postopno 
dvigovanje do 20 
45                         
20 
2                                                
2 
 
Četrto kromatografsko kolono smo z enakim nosilcem pakirali pri višjem tlaku kot prve tri 
kolone. Kolona smo kasneje razpakirali, kromatografski nosilec kolone pa ponovno uporabili 
pri pakiranju pete kolone. To je edina od kromatografskih kolon, ki ni bila uporabljena pri 
separaciji.  
 
Preglednica 5: Postopek pakiranja četrte kromatografske kolone. 
KOLONA PRETOK (mL/min) ČAS (min) TLAK (bar) 
 
Kolona (4) 
Postopno dvigovanje od 1 do 26 
 Brez rezervoarja 22                                                                                                
Postopno dvigovanje od 1 do 20 
50                           
20                             
2 
3                                     
3            
3 
 
Peto kromatografsko kolono smo pakirali pri pogojih, ki se niso bistveni razlikovali od prejšnje. 
Ker smo uporabili kromatografski nosilec iz kolone (4), smo potrebovali višji pretok za dosego 
enakega tlaka. Kolona smo pakirali z namenom, da bi imeli kolono z nizko asimetrijo, zato smo 
jo v nasprotju s prejšnjimi po pakiranju še dodatno stisnili.  
 












Postopno dvigovanje od 1 do 27                                                                  
Brez rezervoarja 25                                                                                                       




3                       
3
3 
2. POSKUS Ročno stiskanja kolone iz višine 11,5 
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Šesto kolono smo pakirali pri nižjem tlaku z namenom, da bi dobili kolono z visoko asimetrijo. 
Zadnji korak pakiranja smo izpustili.  
 
Preglednica 7: Postopek pakiranja šeste kromatografske kolone. 
KOLONA PRETOK (mL/min) ČAS (min) TLAK (bar) 
 
Kolona (6) 
Postopno dvigovanje od 1 do 25                                                                
Brez rezervoarja 23 
50                                                         
21 
2,6                    
2,6 
 
Sedmo kolono smo prav tako kot šesto pakirali z namenom, da bi dosegli visoko asimetrijo. To 
je kolona, ki smo jo pakirali pri najnižjem pretoku in posledično tlaku.  
 
Preglednica 8: Postopek pakiranja sedme kromatografske kolone. 
KOLONA PRETOK (mL/min) ČAS (min) TLAK (bar) 
 
Kolona (7) 
Postopno dvigovanje od 1 do 16                                                              
Brez rezervoarja 13                                                                                                       




1                                     




Preglednica 9: Postopek pakiranja osme kromatografske kolone. 
KOLONA POSKUS 
PAKIRANJA 










Postopno dvigovanje od 1 do 28                                                                
Brez rezervoarja 31                                                                                                      
Postopno dvigovanje od 1 do 27 
20
15       
20 
4,2                                   




 Postopno dvigovanje od 1 do 36                                                                
Brez rezervoarja 24      
nato ročno stiskanje kolone iz višine 13 cm 
na višino 10,5 
60       
15 




 Postopno dvigovanje od 1 do 28                                                                  
Brez rezervoarja 31                                                                                                   
Postopno dvigovanje od 1 do 27 
22     
15        
20 
4,2                       





Ročno stiskanje kolone iz višine 12,1 cm na 







Postopno dvigovanje od 1 do 22                                                               
Brez rezervoarja 1 
Postopno dvigovanje od 1 do 27 
nato ročno stiskanja iz višine 13 cm na 
višino 12 cm 
10
10                              
/ 
/ 
5                       
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Pri pakiranju osme kolone smo potrebovali kar nekaj poskusov pakiranja. Kolona smo pakirali 
pri tlakih višjih od treh barov. Namen je bil spakirati kolono z asimetrijo nižjo od 0.8, kar nam 
v prejšnjih poskusih še ni uspelo.  
 
Deveto kolono smo pakirali pri maksimalnih tlakih, ki ga kolona še zdrži in sicer 5 barov.  
 
Preglednica 10: Postopek pakiranja devete kromatografske kolone. 
KOLONA PRETOK (mL/min) ČAS (min) TLAK (bar) 
 
Kolona (9) 
 Postopno zmanjšujemo od 25 do 20                                                                
Brez rezervoarja 21                                                      
nato ročno stiskanje kolone iz višine 13,5 na 
višino 12,5 cm 
20                           
10                     
/ 
5                           
5                                 
/ 
 
Zadnjo kromatografsko kolono smo spakirali pri najvišjih možnih tlakih. Želeli smo dobiti 
kolono s nižjo asimetrijo od 0,8, zato smo kolono pakirali večkrat.  
 










1. POSKUS Postopno zmanjšujemo od 25 do 20                                                                  
Brez rezervoarja 24 
30                          
50 
4,7                 
4,8 
2. POSKUS Postopno zmanjšujemo od 25 do 20                                                                  
Brez rezervoarja 24 
20                           
10 
4,7              
4,7 
3. POSKUS Postopno zmanjšujemo od 25 do 20                                                                  
Brez rezervoarja 24 
20                         
10 




3.2.2 Testiranje spakiranih kolon 
 
Po pakiranju posameznih kolon je sledilo njihovo testiranje s pulznim testom. Za testiranje smo 
uporabili majhen volumen sledljive snovi. Za testiranje učinkovitosti spakirane kolone smo 
uporabili 1% aceton, ki ga lahko zaznamo z meritvijo UV absorpcije pri 280 nm. V naših 
eksperimentih smo za mobilno fazo uporabili PW vodo. S PW vodo smo kolono najprej 
ekvilibrirali, tako da smo skozi njo pretočili 3- kratni volumen kolone. Nato smo v injekcijsko 
zanko vbrizgali 1 % volumna kolone 1 % acetona. Pretok skozi kolono je bil nastavljen na 30 
cm/h oz. 1 mL/min. Na monitorju smo spremljali prevodnost in spremembo absorbance. Iz 
signala absorpcije pri 280 nm smo določili asimetrijo, HETP in N/m s katerimi smo ocenili 
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njeno ustreznost. Vsako od kolon smo testirali večkrat, teste pa smo izvedli pred prvo separacijo 
kot tudi po izvedeni HIC separaciji. 
 
Kolona je primerne kvalitete za uporabo, kadar vrednost vsake izmed izmerjenih količin leži 
znotraj vnaprej določenih meja. Kolone, katerih vrednosti niso znotraj meja, se razpakira in 
pakiranje ponovi. Za namen tega magistrskega dela, kjer smo skušali pokazati, da so meje za 
ustreznost kolon postavljene ožje kot bi bilo potrebno, se tega pravila nismo držali, ravno 
nasprotno, skušali smo spakirati kolone z vrednostmi izven določenih meja.  
 
 
Preglednica 12: Priporočene vrednosti za ustrezne kromatografske kolone (Lek-biofarmacevtika, 2017). 
N/m [m-1] HETP (cm) As 
7143-14286 0,0070-0,0140 0,8-1,6 
 
 
3.2.2.1 Vpliv kromatografskega sistema na test kromatografske kolone 
 
Poleg vpliva kromatografskega pika na kvaliteto separacije, smo preizkusili tudi ponovljivost 
in natančnost rezultatov. Za preizkus ponovljivosti smo test na vsaki od kolon izvedli večkrat. 
Ker sta izvedba kromatografskega testa kot poskusi separacije potekala na različnih sistemih 
smo preizkusili tudi vpliv različnih sistemov na izid testa. V ta namen smo štiri različne 
kromatografske kolone testirali na petih različnih kromatografskih sistemih. Testiranje je 
potekalo na novejšem kromatografskem sistemu ÄKTA avant in njeni starejši različici ÄKTA 
explorer. Razlikuje ju ohišje,  dolžina in širina cevk, UV detektor itd., zato smo predvidevali, 
da se bodo med njima pojavila odstopanja v rezultatih. 
 
3.2.2.2 Sanitacija in shranjevanje spakiranih kromatografskih kolon 
 
Vse spakirane kolone smo po končanem testiranju sanitirali in shranili v bakteriostatsko 
raztopino. Za čiščenje smo uporabili 0,5 M NaOH. Vsako kolono posebej smo priključili na 
sistem in nastavili pretok 1 mL/min tako, da je preko kolone steklo 3 CV 0,5 M NaOH. Na 
monitorju smo spremljali dvig prevodnosti in pazili, da je prevodnost dosegla vrednost čez 90 
mS/cm. Ko smo zaključili s čiščenjem kolon, je sledilo njihovo shranjevanje z 20 % etanolom. 
Kolono smo zalili s 3 CV etanola in spremljali upadanje prevodnosti. Kolone smo po končanem 
shranjevanju postavili na stojala, kjer so počakale do naslednje uporabe. 
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3.2.3 Hidrofobna interakcijska kromatografija 
 
Čiščenje proteina zahteva kombinacijo različnih kromatografskih tehnik, v našem primeru  štiri 
kromatografske tehnike. Prva kromatografska stopnja izbranega proteina je IEC, katere 
funkcija je izolacija proteina. HIC je druga stopnja čiščenja izbranega proteina, katere funkcija 
je odstranitev procesnih in produktnih nečistoč. Hidrofobno interakcijsko kromatografijo smo 
izvedli na kromatografskem sistemu ÄKTA avant. Kromatografija HIC je na vsaki koloni 
potekala v sedmih zaporednih korakih.  
 
3.2.3.1 Čiščenje in sanitacija kromatografskega sistema in kolone 
 
Pred izvedbo HIC smo izvedli čiščenje in sanitacijo kromatografskega sistema in kolone, kot 
opisano zgoraj. Pri tem smo bili še posebej pozorni na varnost, saj smo uporabili 1 M NaOH in 
0,5 M NaOH. Celoten sistem smo sprali z raztopino 1 M NaOH in hkrati na monitorju spremljali 
prevodnost, ki je morala ostati nad 170 mS /cm. Kolono pa smo očistili z 0,5 M NaOH in prav 
tako spremljali prevodnost, ki je morala biti nad 90 mS /cm. Sistem in kolono smo pustili v 
mirovanju 1 uro, da je potekla sanitacija. Po končani sanitaciji smo izvedli spiranje sistema in 
klone z WFI (vodo za injekcije), s spremljanjem upadanja prevodnosti smo se prepričali, da 
smo iz sistema in kolone res sprali ves NaOH. 
 
3.2.3.2 Ekvilibracija klone 
 
Pred nanosom na kolono je pomembno, da sta sistem in kolona ekvilibrirana. Gre za postopek 
pri katerem se na koloni vzpostavijo pogoji, ki so ugodni za vezavo proteina. Ekvilibracijska 
raztopina pri tem HIC postopku je zmes Tris-a/HCl/NaCl1, pripravljena je bila v proizvodnem 
obratu, saj smo želeli, da so pogoji separacije čim bolj podobni tistim v proizvodnji. Kolono 
smo ekvilibrirali s pufrom, ki je bil podobne sestave kot raztopina, v kateri je bil pripravljen 
protein. Njuna vsebnost soli in pH sta morala biti v enakem razmerju, tako smo namreč 
omogočili vezavo proteina na kolono. Pretok ekvilibracijske raztopine je bil izbran pri pogojih, 
pri katerih je spakirana kolona stabilna.  
 
3.2.3.3 Nanos vzorca na kolono in priprava nanosa 
 
Zamrznjen vzorec izbranega proteina2 smo najprej odmrznili in ga nato hranili v hladni sobi na 
temperaturi med 2-8 °C. Pred pripravo nanosa smo vzorec vzeli iz hladne sobe in ga pustili na 




Uporabljena ekvilibracijska raztopina (1) in vzorec z izbranim proteinom (2) sta poslovna skrivnost družbe Lek. 
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Nanos smo pripravili tako, da smo vzorec redčili s koncentrirano raztopino soli1 v volumskem 
razmerju 1:1. Minimalna koncentracija nanosa na kolono je 2,0 mg proteina/mL nosilca, 
maksimalna koncentracija nanosa pa 4,0 mg proteina/mL nosilca. Za vsako kromatografsko 
kolono posebej smo glede na koncentracijo izračunali volumen nanosa. Volumen nanosa je 
odvisen od višine kolone in koncentracije vzorca.  
 
Da smo lahko izračunali volumen nanosa, smo najprej pomerili koncentracijo vzorca. Merjenje 
je potekalo spektrofotometrično in v nekaterih primerih s pomočjo RPC kromatografije. 
Spektrofotometrično pomerjeno absorbanco smo pomerili pri 280 nm, izbrano vrednost pa nato 
delili z ustreznim koeficientom in izračunali koncentracijo vzorca. Nanos na kolono smo 
izračunali po enačbi 11: 
 
 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑠𝑎 (𝑚𝐿) =  
 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑠 (𝑔/𝐿)  ·  𝐶𝑉 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑒 (𝑚𝐿)
 𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 (𝑚𝑔/𝑚𝐿) 
 …(11) 
 
HIC kromatografijo smo najprej izvedli na prvih treh kromatografskih kolonah. Koncentracija 
izvornega vzorca pomerjena z RPC metodo je znašala 2,29 mg/mL. Pri nadaljnjih sedmih 
izvedbah HIC smo za oceno koncentracije uporabili spektrofotometrično metodo, ki je pokazala 
koncentracijo 5,30 mg/mL in ne 2,176 mg/mL. Ker se je ocena koncentracije, ki smo jo 
uporabili za izračun volumna nanosa, močno razlikovala od dejanske koncentracije, smo HIC 
na zadnjih sedmih kolonah ponovili. Pri računanju volumna nanosa smo upoštevali polovično 
koncentracijo, saj smo vzorec redčili s koncentrirano raztopino soli NaCl. Po končanem 
redčenju je sledilo ponovno merjenje koncentracije nanosa, ki je potekalo spektrofotometrično. 
Na ta način smo preverili ustreznost redčenja. 
 
Kromatografijo HIC smo izvedli s tremi različnimi nanosi na kolone:  
 
Prva izvedba hidrofobne interakcijske kromatografije je potekala s prvimi tremi 
kromatografskimi kolonami, za nanos na kolono smo izbrali koncentracijo 3,22 mg 
proteina/mL nosilca. Gre za vmesno vrednost priporočenega nanosa med minimalno in 
maksimalno koncentracijo in je najbolj primerna izbira za izvajanje separacijskega postopka. 
 
Druga izvedba HIC kromatografije je potekala pri nanosu 1,45 mg proteina/mL nosilca. Ker je 
bila vrednost nanosa nižja od želene, smo separacije ponovili s tretjo izvedbo HIC 
kromatografije z bolj koncentriranimi nanosi.  
 
Tretja izvedba HIC kromatografije je potekala pri najvišjih nanosih: 4 mg proteina/mL nosilca, 
pri izračunu volumna nanosa smo upoštevali izmerjeno koncentracijo vzorca 2,176 mg/mL. 
________________________________________________________________________ 
Uporabljena koncentrirana raztopina soli (1) je poslovna skrivnost družbe Lek. 
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Po končani ekvilibraciji je sledil nanos izbranega proteina na kolono. Zaradi pogojev, ugodnih 
za vezavo proteina, se je le ta vezal na stacionarno fazo v koloni. Po končanem nanosu smo z 





Elucijo vezanega produkta s kolone smo izvedli z linearnim gradientom tako, da smo postopno 
nižali koncentracijo soli. Nižje koncentracije soli so povzročile, da se je protein desorbiral iz 
liganda na koloni in eluiral z nje. Za hitrejšo elucijo in inaktivacijo morebitno prisotnih virusov 
je obratno s padanjem koncentracije soli naraščala koncentracija 2-propanola. Ta je oslabil 
hidrofobne interakcije med proteinom in ligandom in na ta način pripomogel k eluciji proteina. 
Uporabljeni sta bili: ekvilibracijska raztopina Tris-a/HCl/NaCl1, katere koncentracija je padala, 
ter elucijska raztopina Tris-a/HCl/organsko topilo2, katere koncentracija je naraščala. Tako 
elucijsko kot ekvilibracijsko raztopino smo dobili iz proizvodnega procesa. Produkt se je eluiral 
v obliki asimetričnega kromatografskega vrha, ki se je zbiral kot celotna frakcija. Zbiranje 
elucijskega vrha je potekalo na podlagi spremembe signala absorbance, in sicer med več kot 
50mAU in manj kot 50 mAU. Očiščen protein se je zbral v plastične epruvete, kjer je ostal še 
nadaljnjo uro, da je potekla virusna inaktivacija.  
 
 
3.2.3.5 Regeneracija  
 
Za ponovno uporabo kolone je ključnega pomena njena regeneracija. V tem koraku se z 
elicijskima pufroma s kolone sprostijo vse močneje vezane substance. Običajno so to nečistoče, 
ki jih v produktu ne želimo.  
 
 
3.2.3.6 Sanitacija in shranjevanje 
 
Po končani regeneraciji je sledila sanitacija kolone in sistema. Celoten proces je bil enak 
čiščenju in sanitaciji kromatografske kolone pred izvedbo HIC. Po končanem sanitacijskem 






Uporabljeni ekvilibracijska raztopina (1) ter elucijska raztopina (2) sta poslovna skrivnost družbe Lek. 
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3.2.3.7 Priprava vzorcev za analizo 
 
Očiščen protein, smo po virusni inaktivaciji redčili z WFI v volumskem razmerju 1:2. Potrebno 
količino WFI vode smo izračunali z enačbo 12: 
 
 VWFI = 2VHIC ELUATA  …(12) 
 
Po redčenju smo ugotavljali koncentracijo proteina s spektrofotometrično meritvijo absorbance 
pri 280 nm.  
 
Ustrezno redčen protein smo vzorčili v epruvete Eppendorf. jih označili in shranili v skrinjo pri 
– 80 °C do analiz. Vzorce smo poslali v analitski laboratorij, kjer so jim določili vsebnost HCP, 
vsebnost proteina in pa nečistoče, ki se jih določi z metodo RPC. Hidrofobna interakcijska 
kromatografija je ključna kromatografska tehnika pri odstranjevanju HCP nečistoč, zato smo 
jim v tem magistrskem delu posvetili posebno pozornost in se osredotočili izključno na njihovo 
odstranjevanje.  
 
Uspešnost koraka smo preverili z izračunom izkoristka HIC separacije, ta naj bi znašal > 70 %. 
Izkoristek izračunamo z enačbo 13: 
 
 Izkoristek = ((V nanosa ∙ C nanosa ) / (V eluata ∙ C eluata )) ∙ 100, …(13) 
 
Kjer so: 
V nanosa ... volumen nanosa 
C nanosa ... koncentracija nanosa 
V eluata ... volumne eluata 
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4 REZULTATI 
 
4.1 KROMATOGRAFSKE KOLONE 
 
Pripravili smo deset kromatografskih kolon, polnjenih z izbranim kromatografskim nosilcem. 
Kolone so se med sabo minimalno razlikovale v višini in volumnu, kot je povzeto v preglednici 
13.  
 
Preglednica 13: Lastnosti spakiranih kromatografskih kolon. Prvi stolpec prikazuje tip kolone s premerom ohišja 
16 mm in višino 20 cm. Drugi stolpec prikazuje ime spakirane kolone, tretji stolpec prikazuje višino spakirane 
kolone in četrti stolpec volumen kolone (CV).  




XK 16/20 Kolona (1) magKol-16/13,0 13,0 26,14 
XK 16/20 Kolona (2) magKol-16/11,9 11,9 23,93 
XK 16/20 Kolona (3) magKol-16/11,9 11,9 23,93 
XK 16/20 Kolona (4) magKol-16/12,8 12,8 25,74 
XK 16/20 Kolona (5) magKol-16/11,5 10,40 20,91 
XK 16/20 Kolona (6) magKol-16/11,2 11,20 22,52 
XK 16/20 Kolona (7) magKol-16/11,4 11,40 22,92 
XK 16/20 Kolona (8) magKol-16/12,0 12,00 24,13 
XK 16/20 Kolona (9) magKol-16/12,50 12,50 25,13 
XK 16/20 Kolona (10) magKol-16/10,9 10,90 21,92 
 
Slika 8 prikazuje rezultate pulznih testov izvedenih na spakiranih kromatografskih kolonah. Na 
grafikonu so prikazani različni primeri asimetrije. Absorpcijski vrhovi acetona so poravnani 
med seboj, zato se ničla na abscisni osi nahaja  na sredini vrhov. Kromatografska vrhova z As 
1 imata vrh idealne simetrične oblike. Kromatografska vrhova kjer je As<1 se vrhova počasneje 
dvigujeta kot padata in kromatografska vrhova kjer je As>1 se vrhova počasneje spuščata kot 
dvigata.  
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Slika 8: Grafikon, ki prikazuje kromatografske vrhove izvedenih pulznih testov na spakiranih kromatografskih 
kolonah. Prikazana sta primera idealne simetrične oblike, As=1, primera As<1 ter primera As>1. 
 
4.2 PRVA IZVEDBA HIC KROMATOGRAFIJE 
 
4.2.1 Testiranje kromatografskih kolon 
 
Prve tri kolone, ki smo jih uporabili pri separacijah z nanosom 3,22 mg proteina/mL nosilca, 
smo pripravili in testirali na kromatografskem sistemu ÄKTA explorer. Testiranje je potekalo 
s pulznim testom. Na vsaki koloni smo opravili en test. Kolona 1, pakirana po predpisanem 
postopku, ima tako As, kot število teoretičnih podov in HETP v predpisanem območju 
ustreznosti. Pri ostalih dveh kolonah: Kolona 2 in Kolona 3 je As izven območja ustreznosti, 
saj smo želeli dobiti rezultate pulznih testov izven predpisanih intervalov (Preglednica 12). 
Koloni sta bili pakirani z nižjimi pretoki, kar je vplivalo na As, ki je v obeh primerih večja od 
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Preglednica 14: Rezultati testiranja kromatografskih kolon (1, 2 in 3), uporabljenih pri separacijah z nanosom 
3,22 g proteina/L vzorca.  
Kolona 







Kolona 1 18374 0,0054 1,19 
Kolona 2 8151 0,0123 1,98 
Kolona 3 12276 0,0082 2,11 
 
Iz slike 8, ki prikazuje združene kromatografske vrhove je razvidno, da ima kolona 1 pred 
separacijo z As 1,19 vrh ustrezne simetrične oblike. Kromatografska kolona 2 pred separacijo 
z As 1,98 ima nesimetričen vrh in sicer vrh počasneje pada kot se dviguje, ravno tako je 
razvidno, da ima kromatografska kolona 3 pred separacijo z As 2,11, asimetričnem vrh in sicer 
vrh počasneje pada kot se dviguje.  
 
4.2.2 Izvedba hidrofobne interakcijske kromatografije 
 
Vpliv kvalitete kolone na kvaliteto produkta, smo preverili tako, da smo na vsaki od 
pripravljenih kolon izvedli HIC separacijo po enakem postopku. Slike posameznih 
kromatogramov se nahajajo v prilogi A. 
V preglednici 15 so prikazani izračunani volumni nanosov za posamezno kolono, volumni se 
razlikujejo zaradi razlik v volumnih kolon. Volumen nanosa smo izračunali z upoštevanjem 
volumna kolone, koncentracije vzorca in izbrane koncentracije nanosa z enačbo 11. Volumni 
nanosov na kolone se razlikujejo med kolonami zaradi njihove razlike v višini in posledično v 
volumnu. Zato, da smo lahko kolone primerjali med seboj, smo vse separacije izvedli pri enakih 
pogojih, torej pri enaki koncentraciji nanešenega vzorca. 
 











Kolona 1 26,138 3,22 1,144 73,61 
Kolona 2 23,926 3,22 1,144 67,4 
Kolona 3 23,926 3,22 1,144 67,4 
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Da smo lažje primerjali rezultate posameznih kromatografskih postopkov smo združili 
kromatograme. Slika 7 prikazuje združene kromatograme izvedenih separacijskih postopkov 
HIC. Na sliki sta prikazani absorbanca pri 280 nm in prevodnost. 
Med posameznimi separacijami ni vidnih večjih razlik, kljub temu, da so bile kolone pakirane 
pri različnih pogojih. Kromatograma vzorca na koloni 2 in 3 se prekrivata, kar je pričakovano 
saj smo na koloni nanesli enake volumne vzorca, poleg tega sta koloni enakih volumnov in 
imata primerljivo asimetrijo. Kromatogram kolone 1 se z kolonama 2 in 3 ne prekriva, ker smo 
na kolono nanesli več vzorca, je zadrževalni čas na koloni daljši in posledično je kromatografski 
vrh med elucijo postavljen bolj desno.  
 
Slika 9: Združeni kromatogrami prvih treh separacij na kolonah 1, 2, 3. Na kromatogramih sta vidna dva vrhova. 
Na začetku kromatogramov se pojavi vrh, ki je posledica spiranja nanosa. Sledi elucijski vrh z razpotegnjenim 
zadnjim delom, zbiral  se je med več kot 50mAU in manj kot 50mAU.  
 
Po opravljeni HIC kromatografiji je sledila analiza očiščenega eluata. Analiza je potekala v 
analitskem laboratoriju Biofarmacevtike v Leku, kjer so izvedli naslednje analize: vsebnost 
HCP v vzorcu in vsebnost ter delež nečistoč. Rezultate prikazuje preglednica 17. 
V preglednici 16 so prikazane vrednosti HCP nečistoč prisotnih v izvornem vzorcu, ki smo ga 
razredčenega nanesli na kromatografsko kolono. V njem je v povprečju prisotnih 77459,4 ppm 
več HCP kot v očiščenem eluatu.  
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Vrednost HCP je prikazana na dva načina: vsebnost HCP v vzorcu predstavlja masa prisotnih 
HCP na volumen vzorca, medtem, ko vrednost HCP/protein prikazuje število prisotnih HCP na 
milijon molekul proteinov. Pri vseh kromatografskih kolonah so vsebnosti in deleži ostalih 
nečistoč pod mejo kvantifikacije, kar je označeno z okrajšavo BPQL (angl. Below peak 
quantification level).  
 
Preglednica 17: Preglednica prikazuje rezultate prvih treh HIC separacijskih postopkov s kolonami 1, 2 in 3. V 
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4.2.3 Vplivi posameznih parametrov na vsebnost HCP proteinov v vzorcu 
 
Ogledali smo si vplive posameznih kromatografskih parametrov: asimetrije, števila teoretičnih 
podov in HETP na vsebnost HCP v vzorcu. Za vsak parameter smo prikazali grafikon vpliva 
ter pri tem upoštevali 30 % napako metode. 
 
Vsebnost HCP nečistoč je največja pri kromatografski koloni 2, v vzorcu je prisotnih kar 513,3 
ppm nečistoč. Iz slike 10 je razvidno, da so vse tri kromatografske kolone primerljivo odstranile 
HPC nečistoče. Na grafikonih smo upoštevali 30 % napako metode ELISA (Novartis, 2017) 
zato so kromatografske kolone med sabo še bolj primerljive. Med asimetrijo spakirane kolone 
in vsebnostjo HCP proteinov ni vidne korelacije, vse kolone so klub različni asimetriji enako 
učinkovite.  
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Slika 10: Grafikon, ki prikazuje vpliv vrednosti asimetrije na vsebnost HPC proteinov. 
 
Kromatografska kolona z najnižjim številom teoretičnih podov ima najnižjo vsebnost HCP 
proteinov, kromatografska kolona z največjo vrednostjo HETP pa ima v vzorcu prisotnih največ 
nečistoč. Rezultati so prikazani na sliki 11.  
 
 
Slika 11: Grafikon, ki prikazuje vpliv vrednosti HETP na vsebnost HCP proteinov. 
 
Kromatografska kolona z najvišjim številom teoretičnih podov ima v vzorcu prisotnih najmanj 
HCP nečistoč, kolona z najmanjšim številom pa ima v vzorcu prisotnih največ HCP proteinov. 
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Slika 12: Grafikon, ki prikazuje vpliv števila teoretičnih podov na vsebnost HCP v vzorcu. 
 
4.2.4 Vpliv kvalitete kolone na izkoristek separacije 
 
Za vsak kromatografski postopek smo izračunali izkoristek in s tem preverili učinkovitost 
posameznih kromatografskih kolon. Iz preglednice 18 je razvidno, da ima kromatografska 
kolona 1, z najbolj idealno asimetrijo tudi najboljši izkoristek separacije. Kolona 3 z neprimerno 
asimetrijo pa ima najnižji izkoristek separacije. Vidna je razlika med kromatografskima 
kolonama 3 in 2, pričakovali smo, da bosta kljub enaki gostoti nanosa imeli tudi enake 
izkoristke. Kromatografska kolona 1 ima izkoristek 120 %, ker maksimalna vrednost izkoristka 
znaša 100 % predvidevamo, da je pri merjenju koncentracije frakcije prišlo do napake. Za 
ustrezen rezultat bi bilo potrebno meritev ponoviti, vendar zaradi tehničnih razlogov tega ni 
bilo mogoče izvesti.  
 












Kolona 1 1,144 73,61 38,644 0,870 120 
Kolona 2 1,144 67,4 36,003 0,674 94 
Kolona 3 1,144 67,4 35,911 0,562 79 
 
Grafično smo prikazali vplive posameznih parametrov: asimetrije, števila teoretičnih podov in 
























































Vrednost N/m  kromatografskih kolon (m-1) 
Vsebnost HCP v vzorcu (ng/mL)
Vsebnost HCP/protein (ppm)
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Iz slike 13 je razvidno, da ima kromatografska kolona z najboljšo asimetrijo tudi največji 
izkoristek separacije. Ravno obratno pa ima kromatografska kolona z najslabšo asimetrijo 
najmanjši izkoristek separacije.  
 
Slika 13: Grafikon, ki prikazuje izkoristke separacij v odvisnosti od asimetrije. Separacije so bile izvedene na treh 
različnih kolonah. Med izkoristkom in asimetrijo ni opaziti posebne korelacije, vsi izkoristki so znotraj 
variabilnosti kromatografskega koraka. 
 
Kromatografska kolona z največjim številom teoretičnih podov ima največji izkoristek 




Slika 14: Grafikon, ki prikazuje izkoristka separacij v odvisnosti od števila teoretičnih podov. Separacije so bile 
izvedene na treh različnih kolonah. Med izkoristkom in vrednostjo N/m ni opaziti posebne korelacije, vsi izkoristki 
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Razvidno je, da ima kromatografska kolona z najnižjim številom HETP najboljši izkoristek 
separacije (Slika 15). Ostali dve koloni z višjimi vrednostmi pa manjši izkoristek.  
 
 
Slika 15: Grafikon, ki prikazuje izkoristek separacij v odvisnosti od HETP. Separacije so bile izvedene na treh 
različnih kolonah. Med izkoristkom in vrednostjo HETP ni opaziti posebne korelacije, vsi izkoristki so znotraj 
variabilnosti kromatografskega koraka. 
 
4.2.5 Testiranje kromatografskih kolon po izvedbi eksperimenta 
 
Po opravljeni HIC separaciji je sledilo ponovno testiranje kolon s pulznim testom. Pri vseh 
kolonah so se spremenile vrednosti asimetrije, HETP in števila teoretičnih podov. Rezultati so 
prikazani v preglednici 19. 
Kromatografski koloni ena z asimetrijo 1,19 se je ta povečala na 1,80. Ravno tako so se 
spremenile vrednosti parametra HETP iz 0,0054 cm so narasle na 0,0109 µm in vrednosti 
števila teoretičnih podov, ki so se iz 18374 m-1 zmanjšale na 9528 m-1.  
Kromatografski koloni dve se asimetrija ni bistveno spremenila, iz vrednosti 1,98 je ta narasla 
na 2,09. Prav tako je vrednost HETP, iz 0,0123 cm narasla na 0,0178 µm , zmanjšala pa se je 
vrednost števila teoretičnih podov iz 8151 m-1na 5618 m-1.  
Kromatografski koloni tri pa se je vrednost asimetrije znižala iz 2,11 na 1,56. Prav tako se je 
zmanjšala tudi vrednost števila teoretičnih podov iz 12276 m-1 na 7869 m-1 Povečale so se 
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Preglednica 19: Rezultati testiranja kromatografskih kolon (1, 2 in 3) po opravljenem HIC postopku. 







Kolona 1 9528 0,0109 1,80 
Kolona 2 5618 0,0178 2,09 
 Kolona 3 7869 0,0127 1,56 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografskih vrhov je razvidno, da ima kolona 1 
po separacijo z As 1,80 vrh asimetrične oblike, in sicer vrh počasneje pada kot se dviguje. 
Kromatografska kolona 2 po separaciji z As 2,09 ima nesimetričen vrh, in sicer vrh počasneje 
pada kot se dviguje, ravno tako je razvidno, da ima kromatografska kolona 3 po separaciji z As 
1,56, asimetričen vrh in sicer vrh počasneje pada kot se dviguje.  
Ker je poskus potekal le na treh kolonah, smo z raziskavo nadaljevali in testiranje ponovili na 
naslednjih sedmih kromatografskih kolonah.  
 
4.3 IZVEDBA HIDROFOBNE INTERAKCIJSKE KROMATOGRAFIJE Z MANJ 
KONCENTRIRANIMI NANOSI 
 
4.3.1 Pakiranje novih kromatografskih kolon 
 
Po opravljeni separaciji na prvih treh kolonah, je sledilo pakiranje naslednjih šestih kolon. 
Kolone smo pakirali in testirali na kromatografskem sistemu ÄKTA avant. Od prej pa nam je 
ostala še kolona dve, saj sta bili ostali dve razpakirani.  
Peta kromatografska kolona je bila pakirana pri idealnih pogojih, s to razliko, da smo uporabili 
kromatografski nosilec iz četrte kolone in tako preverili vpliv večkratne uporabe 
kromatografskega nosilca, spakirali smo kromatografsko kolono z asimetrijo 1,17. Pri šesti 
kromatografski koloni smo izpustili zadnji korak pakiranja, zato kolona ni bila dovolj stisnjena, 
vrednost asimetrije ni bila idealna, znašala je 1,44. Sedma kromatografska kolona je bila 
pakirana pri zelo nizkih pretokih in tlakih, posledično je bila njena asimetrija visoka, znašala je 
2,02. Osma kolona je bila pakirana kar petkrat, želeli smo spakirati kromatografsko kolono z 
zelo nizko asimetrijo, zato je pakiranje potekalo pri zelo visokih tlakih. Poskus pakiranja nam 
ni uspel, ker je končna asimetrija kolone znašala 2,26. Ker smo kolono pakirali petkrat, smo si 
lahko ogledali razliko med nosilca, ki je pakiran enkrat in nosilcem ki je pakiran petkrat. Deveta 
kromatografska kolona je bila pakirana pri maksimalnih tlakih, z namenom, da bi dobili kolono 
z asimetrijo nižjo od 0,8. Kolono nam je uspelo spakirati, saj smo dobili asimetrijo 0,78. 
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Naslednji poskus pakiranja kromatografske kolone z nizko asimetrijo prav tako ni uspel, deseta 
kolona je bila prav tako kot koloni osem in devet pakirana pri visokih tlakih. Asimetrija kolone 
je znašala 1,47. 
 
4.3.2 Rezultati testiranja kromatografskih kolon 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10.  
 
Vse kolone smo testirali na asimetrijo, število teoretičnih podov in višino teoretičnega poda. 
Na vsaki kromatografski koloni smo opravili deset zaporednih testov, ter tako zmanjšali napako 
metode in izračunali povprečne vrednosti izmerjenih vrednosti. Rezultati so prikazani v 
preglednici 20.  
 
Preglednica 20: Povprečne vrednosti izmerjenih količin: Asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda.  
                                                
Kolona 







Kolona 2 6745 0,0148 2,27 
Kolona 5 12428 0,0080 1,17 
Kolona 6 14487 0,0069 1,44 
Kolona 7 10167 0,0098 2,02 
Kolona 8 10484 0,0095 2,26 
Kolona 9 7801 0,0128 0,78 
Kolona 10 7885 0,0127 1,47 
 
Preglednica 21 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 2, za deset zaporedno izvedenih testov. Na dnu preglednice so 
prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija izmerjenih parametrov. 
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Preglednica 21: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 2. 
KOLONA 2 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
2,13 8101,9 0,0123 
2,15 7531,4 0,0133 
2,22 6628,7 0,0151 
2,27 6745,0 0,0148 
2,33 6721,6 0,0149 
2,32 6665,7 0,0150 
2,28 6681,0 0,0150 
2,34 6649,4 0,0150 
2,29 6665,9 0,0150 
2,32 6559,6 0,0152 
Povprečje 
2,27 6895,0 0,0146 
Standardna deviacija 
0,07 506,5 9,59·10˄-4 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
2 pred drugo separacijo HIC z As 2,15 asimetričen, in sicer vrh počasneje pada kot se dviguje.  
Preglednica 22 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 5, za deset zaporedno izvedenih testov. Na dnu preglednice so 
prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija izmerjenih parametrov. 
 
Preglednica 22: Izmerjene vrednoti kromatografskih testov kolone 5. 
KOLONA 5 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,16 12173,0 0,0082 
1,16 12495,9 0,0080 
1,16 12366,2 0,0081 
1,16 12406,1 0,0081 
1,18 12422,9 0,0081 
1,17 12443,5 0,0080 
1,17 12466,8 0,0080 
1,17 12480,1 0,0080 
1,17 12498,8 0,0080 
1,17 12529,4 0,0080 
Povprečje 
1,17 12428,3 0,0080 
standardna deviacija 
0,01 102,0 6,64·10˄-5 
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Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
5 pred prvo separacijo HIC z As 1,16 simetričen. 
Preglednica 23 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, višine teoretičnega poda in števila 
teoretičnih podov kolone 6, za deset zaporedno izvedenih testov. Na dnu preglednice so 
prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija izmerjenih parametrov.  
 
Preglednica 23: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 6. 
KOLONA 6  
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,41 14384,0 0,0070 
1,41 14460,8 0,0069 
1,45 14544,3 0,0069 
1,45 14483,5 0,0069 
1,43 14424,9 0,0069 
1,41 14434,2 0,0069 
1,44 14506,9 0,0069 
1,44 14518,8 0,0069 
1,46 14547,8 0,0069 
1,46 14567,6 0,0069 
Povprečje 
1,44 14487,3 0,0069 
Standardna deviacija 
0,02 60,4 2,94·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
6 pred prvo separacijo HIC z As 1,141 asimetričen, in sicer vrh počasneje pada kot se dviguje.  
Preglednica 24 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 7, za deset zaporedno izvedenih testov. Na dnu preglednice so 
prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija izmerjenih parametrov. 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
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Preglednica 24: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 7. 
KOLONA 7 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
2,04 9836,2 0,0102 
2,04 10104,2 0,0099 
2,03 10097,7 0,0099 
2,01 10107,2 0,0099 
2,03 10107,8 0,0099 
2,01 10277,2 0,0097 
2,01 10249,3 0,0098 
2,01 10325,2 0,0097 
2,02 10284,3 0,0097 
2,02 10284,2 0,0097 
Povprečje 
2,022 10167,3 0,0098 
Standardna deviacija 
0,01 147,8 1,46·10˄-4 
 
Preglednica 25 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 8, za deset zaporedno izvedenih testov. Na dnu preglednice so 
prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija izmerjenih parametrov. 
 
Preglednica 25: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 8.  
KOLONA 8 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
2,32 10449,6 0,0096 
2,23 10532.5 0,0095 
2,27 10396,3 0,0096 
2,27 10449,0 0,0096 
2,27 10413.5 0,0096 
2,23 10464,7 0,0096 
2,27 10462,0 0,0096 
2,25 10452.4 0,0096 
2,28 10547,8 0,0095 
2,23 10615,3 0,0094 
Povprečje 
2,26 10483,5 0,0095 
Standardna deviacija 
0,03 73,3 6,13·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
8 pred prvo separacijo HIC z As 2,23 asimetričen, in sicer vrh počasneje pada kot se dviguje. 
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Preglednica 26 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 9, za deset zaporedno izvedenih testov. Na dnu preglednice so 
prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija izmerjenih parametrov. 
 
Preglednica 26: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 9. 
KOLONA 9 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
0,75 7511,9 0,0133 
0,77 7650,3 0,0131 
0,77 7672,1 0,0130 
0,76 7719,7 0,0130 
0,81 7815,1 0,0128 
0,76 7728,0 0,0129 
0,88 8685,3 0,0115 
0,77 7731,7 0,0129 
0,79 7768,9 0,0129 
0,76 7723,5 0,0130 
Povprečje 
0,78 7800,7 0,0128 
Standardna deviacija 
0,04 321,3 4,86·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
9 pred prvo separacijo HIC z As 0,77 asimetričen, in sicer vrh počasneje narašča kot pada. 
Preglednica 27 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 10, za deset zaporedno izvedenih testov. Na dnu preglednice so 
prikazane povprečne vrednosti in standardna deviacija izmerjenih parametrov. 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
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Preglednica 27: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 10. 
KOLONA 10 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,47 8565,3 0,0117 
1,47 7791,3 0,0128 
1,46 7877,5 0,0127 
1,48 7783,0 0,0129 
1,48 7823,5 0,0128 
1,46 7815,1 0,0128 
1,46 7800,3 0,0128 
1,45 7813,9 0,0128 
1,47 7802,0 0,0128 
1,49 7780,5 0,0129 
Povprečje 
1,47 7885,2 0,0127 
Standardna deviacija 
0,01 240,5 3,80·10˄-4 
 
 
4.3.3 Izvedba hidrofobne interakcijske kromatografije na kolonah 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10. 
 
Po opravljenem testiranju je sledila izvedla HIC kromatografskega postopka. Na vsaki 
posamezni koloni smo izvedli separacijo, slike kromatogramov se nahajajo v prilogi C. 
Preglednica 28 prikazuje izračunane volumne nanosov za posamezne kolone pri HIC 
separacijskem postopku. Volumen nanosa smo izračunali po enačbi 11. Volumni nanosov na 
kolone se razlikujejo med kolonami zaradi njihove razlike v višini in posledično v volumnu. 
Zato, da smo lahko kolone primerjali med seboj, smo vse separacije izvedli pri enakih pogojih, 
torej pri enaki koncentraciji nanešenega vzorca. 
Na kromatografske kolone smo zaradi napačne ocene koncentracij nanesli 1,45 g/L vzorca, kar 
ni znotraj priporočenih meja za gostoto nanosa, ki znaša 2 g/L do 4 g/L. Koncentracijo vzorca 
pred nanosom smo pomerili spektrofotometrično z meritvijo absorpcije svetlobe pri 280 nm. 
Postopek ne loči med nečistočami in našim produktom, zato so bile koncentracije precenjene. 
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Preglednica 28: Zbrani podatki o volumnu kolone, ciljanem nanosu, koncentraciji nanosa in izračunanem 
volumnu nanosa. 






Kolona 6 22,52 1,45 1,088 30,10 
Kolona 10 21,92 1,46 1,088  29,50 
Kolona 7 22,92 1,46 1,088  30,87 
Kolona 2 23,93 1,46 1,088  32,22 
Kolona 8 24,13 1,46 1,088  32,49 
Kolona 5 20,91 1,46 1,088  28,16 
Kolona 9 25,13 1,46 1,088  33,85 
 
Slika 16 prikazuje združene kromatograme izvedenih HIC kromatografij na prej opisanih 
kromatografskih kolonah. Na sliki sta prikazani absorbanca in prevodnost. Kljub temu, da se 
asimetrije in HETP kolon razlikujejo med seboj so kromatogrami ekvivalentni in pričakovani 
za to vrsto kromatografije. Vidni so zamiki elucijskih vrhov, ki so posledica daljšega 
zadrževalnega časa zaradi različnih volumnov nanosov. 
Kromatografske kolone, ki so bile pakirane pri visokih tlakih so povzročile dvig tlaka med 




Slika 16: : Združeni kromatogrami sedmih izvedenih HIC separacij na kolonah 2, 5, 6, 7, 8, 9, in 10. Na 
kromatogramih sta vidna dva vrhova. Na začetku kromatogramov se pojavi vrh, ki je posledica spiranja nanosa. 
Sledi elucijski vrh z razpotegnjenim zadnjim delom, zbiral  se je med več kot 50mAU in manj kot 50mAU.  
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Po opravljeni HIC kromatografiji je sledila analiza vzorcev v analitskem laboratoriju 
Biofarmacevtike v Leku, kjer so izvedli naslednje analize: vsebnost HCP-jev v vzorcu in 
vsebnost proteina ter delež nečistoč. Rezultati se nahajajo v preglednici 30. 
V Preglednici 29 so prikazane vrednosti HCP nečistoč prisotnih v izvornem vzorcu, ki smo ga 
nanesli na kromatografsko kolono. V njem je v povprečju prisotnih 76178,7 ppm več HCP kot 
v očiščenem eluatu.  










Rezultati prikazani v preglednici 30 kažejo, če upoštevamo 30 odstotno relativno napako 
metode, da med posameznimi vzorci v vsebnosti HCP-jev ni večjih razlik. Vrednost HCP je 
prikazana na dva načina: vsebnost HCP v vzorcu predstavlja masa prisotnih HCP-jev na 
volumen vzorca medtem, ko vrednost HCP/protein prikazuje število prisotnih HCP na milijon 
molekul proteinov. Pri vseh kromatografskih kolonah so vsebnosti in deleži ostalih nečistoč 
označeni z okrajšavo BPQL, kar pomeni, da so njihove količine pod mejo kvantifikacije in so 
bile odstranjene v dovolj velikem številu.  
Kromatografski koloni 9 in 10 pri katerih je prišlo do dviga tlaka med separacijo, sta bili ravno 
tako uspešni pri čiščenju proteina kot ostale kromatografske kolone. Osma kromatografska 
kolona, je bila pakirana večkrat, kar pomeni, da smo enak kromatografski nosilec uporabili 
petkrat za pakiranje iste kolone. Ravno tako peta kolona pri kateri smo za pakiranje uporabili 
nosilec, ki je bil prej že uporabljen za pakiranje četrte kromatografske kolone. Iz rezultatov 
(Preglednica 30) je razvidno, da večkratno pakiranje kromatografskega nosilca, do pet 
ponovitev, ne vpliva na kvaliteto tako ločenega produkta.  
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Preglednica 30: Rezultati testa separacijskih postopkov na kolonah 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10. 


















1,44 0,0069 14487 181 384 BPQL BPQL 
Kolona 
10 
1,47 0,0127 7885 212 454 BPQL BPQL 
Kolona 
7 
2,02 0,0098 10167 249 482 BPQL BPQL 
Kolona 
2 
2,27 0,0146 6895 204 490 BPQL BPQL 
Kolon  
8 
2,26 0,0950 10484 198 444 BPQL BPQL 
Kolona 
5 
1,17 0,0080 12428 218 504 BPQL BPQL 
Kolona 
9 
0,78 0,0128 7885 177 377 BPQL BPQL 
 
Prav tako kot pri prvih treh kromatografskih kolonah smo si tudi tu ogledali vplive posameznih 
kromatografskih parametrov: asimetrije, števila teoretičnih podov in HETP na vsebnost HCP-
jev v vzorcu.  
 
4.3.4 Vplivi posameznih parametrov na vsebnost HCP proteinov pri kolonah 2, 5, 6, 7, 
8, 9, 10 
 
Kromatografska kolona 5 je z najboljšo asimetrijo 1,17 odstranila najmanj HCP nečistoče. 
Največ pa jih je odstranila kromatografska kolona 9 z asimetrijo 0,78. Rezultati so prikazani na 
sliki 17. Vse kromatografske kolone so med sabo primerljive in, upoštevajoč analitsko napako 
določanja HCPjev med njimi ni relevantne razlike. Na grafu je prikazana 30 % napaka analitske 
metode ELISA (Novartis, 2017).  
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Slika 17: Grafikon, ki prikazuje vpliv asimetrije na vsebnosti HPC proteinov v vzorcu. 
 
Kromatografska kolona 9 z vrednostjo 0,0128 cm najbolje očistila HCP proteine v vzorcu. 
Kromatografska kolona 5 z vrednostjo 0,008 cm najslabše odstranjuje HCPje. Rezultati so 
prikazani na sliki 18. Zaradi 30 % napake analitske metode lahko kljub razlikam v vrednostih 
zaključimo, da ni bistvenih razlik in je čiščenje neodvisno od vrednosti HETP.  
 
 
Slika 18: Grafikon, ki prikazuje vpliv parametra HETP na vsebnost HCP proteinov v vzorcu. 
 
Kromatografska kolona 9 z vrednostjo števila teoretičnih podov 7885 m-1 je najbolje očistila 
protein (slika 19). Najslabše pa se je odrezala kolona 9 z vrednostjo števila teoretičnih podov 
12428 m-1. Ponovno smo upoštevali 30 % napako metode. Kolone so med sabo primerljive, saj 
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Slika 19: Grafikon, ki prikazuje vpliv števila teoretičnih podov na vsebnost HCP proteinov v vzorcu. 
 
4.3.5 Vpliv kvalitete kolone na izkoristek separacije pri kolonah 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10  
 
Za vsak kromatografski postopek smo izračunali izkoristek in s tem preverili učinkovitost 
posameznih kromatografskih kolon. V Preglednici 31 so zbrani izračunani izkoristka za vseh 
sedem opravljanjih separacij. Razvidno je, da je kromatografska kolona 7 z asimetrijo 2,20 
imela najboljši izkoristek separacije, ki znaša 34 %. Vse kolone so kljub različnim vrednostim 
asimetrije med sabo primerljive, nobena izmed kromatografskih kolon ne izstopa. 
 












Kolona 6 1,088 30,10 21,425 0,472 93 
Kolona 10 1,088 29,50 19,798 0,467 86 
Kolona 7 1,088 30,87 22,071 0,517 102 
Kolona 2 1,088 32,22 25,876 0,416 92 
Kolona 8 1,088 32,49 22,494 0,446 86 
Kolona 5 1,088 28,16 19,018 0,433 81 
Kolona 9 1,088 33,85 23,406 0,470 90 
 
Kot omenjeno že prej, je imela kromatografska kolona 7 izmed vseh kolon najvišji izkoristek, 
kljub njeni asimetriji, ki je znašala 2,02 in vrednostjo HETP, ki je bila 0,0098 cm. Slika 20 
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Slika 20: Grafikon, ki prikazuje izkoristka separacij v odvisnosti od asimetrije. Separacije so bile izvedene na 
sedmih različnih kolonah. Med izkoristkom in asimetrijo ni opaziti posebne korelacije, vsi izkoristki so znotraj 
variabilnosti kromatografskega koraka. 
 
Kromatografska kolona 5 je imela glede na vrednost asimetrije 1,17 najnižji izkoristek 
separacije, ki je znašal 81 % in v vzorcu prisotnih največ nečistoč. Na koloni 9, kjer je vsebnost 
HCPjev po separaciji najnižja, je imela izkoristek 90 %. Rezultati niso pokazali nobenih 
korelacij med kvaliteto kolone in izkoristkom koraka izvedenega na izbrani koloni. Variacije 
so znotraj napake, ki je posledica, variabilnosti sistema oz. koraka. 
 
 
Slika 21: Grafikon, ki prikazuje izkoristke separacij v odvisnosti od HETP. Separacije so bile izvedene na sedmih 
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Slika 22: Grafikon, ki prikazuje izkoristke separacij v odvisnosti od vrednosti števila teoretičnih podov. 
Separacije so bile izvedene na sedmih različnih kolonah. Med izkoristkom in vrednostjo N/m ni opaziti 
posebne korelacije, vsi izkoristki so znotraj variabilnosti kromatografskega koraka. 
 
4.3.6 Testiranje kromatografskih kolon 2, 6, 7, 8, 9, 10 po izvedenem kromatografskem 
koraku 
 
Po opravljeni separaciji smo ponovno opravili testiranje vseh kolon. Na vsaki koloni smo 
izvedli pet zaporednih testov s pulzno motnjo iz meritve določili As, N/m in HETP. Iz petih 
ponovitev smo izračunali povprečno vrednost in standardno deviacijo meritve, tako smo lahko 
ocenili variabilnost testiranja kolone. V Preglednici 32 so zbrane povprečne vrednosti.  
 












Kolona 2 1,98 5256 0,0190 
Kolona 5 0,84 25877 0,0108 
Kolona 6 1,94 4216 0,0241 
Kolona 7 1,14 7218 0,0139 
Kolona 8 1,48 11874 0,0085 
Kolona 9 0,62 10374 0,0096 






























Vrednosti N/m kromatografskih kolon (m-1)
Izkoristek separacije (%)
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Preglednica 33 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 2, za pet zaporedno izvedenih testov po drugi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti izmerjenih parametrov.  
 
Preglednica 33: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 2. 
KOLONA 2 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
2,13 5462,1 0,0183 
1,95 5400,8 0,0185 
1,95 5009,8 0,0199 
1,95 5110,3 0,0196 
1,92 5295,7 0,0189 
Povprečje 
1,98 5255,7 0,0190 
Standardna deviacija 
0,08 191,6 6,99·10˄-4 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
2 pred tretjo separacijo HIC z As 1,95 asimetričen, in sicer vrh počasneje pada kot se dviguje.  
Preglednica 34 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 5, za pet zaporedno izvedenih testov po prvi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti izmerjenih vrednosti.  
 
Preglednica 34: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 5 
KOLONA 5 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
0,85 9222,4 0,0108 
0,84 9221,9 0,0108 
0,84 9240,0 0,0108 
0,84 9244,8 0,0108 
0,83 9252,4 0,0108 
Povprečje 
0,84 25876,9 0,0108 
Standardna deviacija 
0,01 37214,4 1,34·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
5 po prvi separaciji HIC z As 0,84 asimetričen, in sicer vrh počasneje narašča kot pada.  
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Preglednica 35 prikazuje izmerjene vrednosti števila teoretičnih podov, asimetrije in višine 
teoretičnega poda kolone 6, za pet zaporedno izvedenih testov po prvi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti izmerjenih vrednosti. 
 
Preglednica 35: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 6. 
KOLON 6 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,65 4557,3 0,0219 
2,12 3411,9 0,0293 
2,02 3988,6 0,0251 
2,00 4212,9 0,0237 
1,92 4909,3 0,0204 
Povprečje 
1,94 4216,0 0,0241 
Standardna deviacija 
0,18 569,1 3,42·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
6 po prvi separaciji HIC z As 2,12 asimetričen, in sicer vrh počasneje pada kot se dviguje.  
Preglednica 36 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, višine teoretičnega poda in višine 
teoretičnih podov kolone 7, za pet zaporedno izvedenih testov po prvi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti izmerjenih vrednosti.  
Preglednica 36: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 7. 
KOLONA 7 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,13 7235,6 0,0138 
1,14 7222,2 0,0139 
1,13 7206,9 0,0139 
1,16 7230,2 0,0138 
1,14 7195,7 0,0139 
Povprečje 
1,14 7218,1 0,0139 
Standardna deviacija 
0,01 16,6 3,36·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
7 po prvi  separaciji HIC z As 1,14 skoraj simetričen, saj idealna vrednost asimetrije znaša 1. 
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Preglednica 37 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone osem, za 5 zaporedno izvedenih testov po prvi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti izmerjenih vrednosti.  
 
Preglednica 37: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 8. 
KOLONA 8 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,42 11888,7 0,0084 
1,47 11891,3 0,0084 
1,50 11979,0 0,0085 
1,50 11837,1 0,0085 
1,49 11775,4 0,0085 
Povprečje 
1,48 11874,3 0,0085 
Standardna deviacija 
0,03 75,2 6,28·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
8 po prvi separaciji HIC z As 1,47 asimetričen, in sicer vrh počasneje pada kot se dviguje.  
Preglednica 38 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 9, za pet zaporedno izvedenih testov po prvi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti izmerjenih vrednosti.  
 
Preglednica 38: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 9. 
KOLONA 9 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
0,61 10315,1 0,0097 
0,62 10370,3 0,0096 
0,62 10378,3 0,0096 
0,61 10395,1 0,0096 
0,63 10409,1 0,0096 
Povprečje 
0,62 10373,6 0,0096 
Standardna deviacija 
0,01 36,0 3,08·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
9 po prvi separaciji HIC z As 0,62 asimetričen, in sicer vrh počasneje narašča kot pada.  
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Preglednica 39 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 10, za pet zaporedno izvedenih testov po prvi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti izmerjenih vrednosti.  
 
Preglednica 39: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 10. 
KOLONA 10 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,11 10989,1 0,0091 
1,11 11009,6 0,0091 
1,10 11009,9 0,0091 
1,10 11004,8 0,0091 
1,11 10985,2 0,0091 
Povprečje 
1,11 10999,7 0,0091 
Standardna deviacija 
0,01 11,7 1,00·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
10 po prvi separaciji HIC z As 1,11 skoraj simetričen, saj idealna vrednost simetrije znaša 1.  
 
4.4 IZVEDBA HIDROFOBNE INTERAKCIJSKE KROMATOGRAFIJE Z BOLJ 
KONCENTRIRANIMI NANOSI 
 
4.4.1 Izvedba hidrofobne interakcijske kromatografije na kolonah 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10 
 
Po opravljenem testiranju je sledila ponovna izvedba HIC kromatografije. Na vsaki posamezni 
koloni smo izvedli separacijo, slike grafov se nahajajo v prilogi D. 
Preglednica 40 prikazuje izračunane volumne nanosov za kolone pri HIC separacijskem 
postopku. Volumni nanosov se razlikujejo zaradi različnih volumnov kolon. Na 
kromatografsko kolono z največjim CV smo nanesli največ vzorca in obratno. Kljub temu pa 
je pomembno poudariti, da je gostota nanosa ključna, saj smo kljub različnim volumnom nanosa 
na kolone nanesli enako gostoto proteina. 
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Preglednica 40: Zbrani podatki o volumnu kolone, ciljanem nanosu, koncentraciji nanosa in izračunanem 
volumnu nanosa. 








Kolona 9 25,13 4 1,088 92,40 
Kolona 8 24,13 4 1,088 88,70 
Kolona 5 20,91 4 1,088 76,88 
Kolona 6 22,52 4 1,088 82,79 
Kolona 7 22,92 4 1,088 84,27 
Kolona 2 23,93 4 1,088 87,96 
Kolona 10 21,92 4 1,088 80,57 
 
Na kromatografske kolone smo nanesli 4 g/L vzorca, saj smo želeli kromatografski postopek 
ponoviti z višjimi nanosi. Koncentracijo vzorca smo pred nanosom pomerili z metodo RPC, da 
smo zagotovil ustrezno meritev koncentracije. 
Slika 23 prikazuje združene kromatograme izvedenih separacijskih postopkov HIC na prej 
opisanih kromatografskih kolonah. Na sliki je združenih pet kromatogramov, ostala dva se 
nahajata v prilogi (F) saj ju zaradi tehničnih razlogov ni bilo mogoče združiti z ostalimi. Na 
sliki sta prikazani absorbanca in prevodnost, ki smo ju spremljali med separacijami. Kljub temu, 
da se vrednosti asimetrije in HETP kolon razlikujejo med seboj so kromatogrami ekvivalentni 
in pričakovani za to vrsto kromatografije. Vidni so zamiki elucijskih vrhov, ki so posledica 
različnih volumnov nanosov, zaradi daljšega zadrževalnega časa na koloni. 
 
 
Slika 23: Združeni kromatogrami separacij z bolj koncentriranimi nanosi na kolonah 2, 5, 6, 7, 8, 9, in 10. Na 
kromatogramih sta vidna dva vrhova. Na začetku kromatogramov se pojavi vrh, ki je posledica spiranja nanosa. 
Sledi elucijski vrh, ki se je zbiral med več kot 50mAU in manj kot 50mAU. 
62 
Grobler A. Vpliv pakiranja kromatografskih kolon na kakovost produkta. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
Po opravljeni HIC kromatografiji je sledila analiza vzorcev. Pregled je potekal v analitskem 
laboratoriju Biofarmacevtike v Leku. kjer so izvedli naslednje analize: vsebnost HCP-jev v 
vzorcu in vsebnost ter delež nečistoč. Rezultati se nahajajo v preglednici 42. 
V preglednici 41 so prikazane vrednosti HCP nečistoč prisotnih v izvornem vzorcu, ki smo ga 
nanesli na kromatografsko kolono. V njem je v povprečju prisotnih 76094,8 ppm HCP več kot 
v očiščenem eluatu.  










Kromatografski koloni: Kolona 5 in Kolona 6 izstopata in sta protein najslabše očistili 
(Preglednica 42). Vrednost HCP je prikazana na dva načina: vsebnost HCP v vzorcu predstavlja 
masa prisotnih HCPjev na volumen vzorca medtem, ko vrednost HCP/protein prikazuje število 
prisotnih HCP na milijon molekul proteinov. Pri vseh kromatografskih kolonah so vsebnosti in 
deleži ostalih nečistoč označeni z okrajšavo BPQL, kar pomeni, da so njihove količine pod 
mejo kvantifikacije in so bile odstranjene v dovolj velikem številu. Ker smo na klone nanesli 
večjo gostoto proteina: 4 g/L, ki predstavlja zgornjo mejo nanosa je v končnih eluatih prisotnih 
več HCP kot pri hidrofobni interakcijski kromatografiji z nižjimi nanosi. 
 
Preglednica 42: Rezultati testa separacijskih postopkov z bolj koncentriranimi nanosi. 
Kolona As Kolone HETP 
(cm) 













Kolona 9 0,62 0,0960 10374 358,3 493,5 BPQL BPQL 
Kolona 8 1,48 0,0085 11874 431,2 578,1 BPQL BPQL 
Kolona 5 0,84 0,0108 25877 449,6 595,5 BPQL BPQL 
Kolona 6 1,94 0,0241 4216 457,9 625,6 BPQL BPQL 
Kolona 7 1,14 0,0139 7218 402,2 534,9 BPQL BPQL 
Kolona 2 1,98 0,0190 5256 350,1 505,9 BPQL BPQL 
Kolona 
10 
1,11 0,0910 11000 298,4 388,6 BPQL BPQL 
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4.4.2 Vplivi posameznih parametrov na vsebnost HCP proteinov 
 
Ogledali smo si vplive posameznih kromatografskih parametrov: asimetrije, števila teoretičnih 
podov in HETP na vsebnost HCP-jev v vzorcu. Za vsak parameter smo prikazali graf odvisnosti 
in pri tem upoštevali 30 % napako metode.  
Povezavo med asimetrijo kromatografskih kolon in vsebnostjo nečistoč v vzorcu po 
separacijskem postopku je prikazana na sliki 24. Kromatografska kolona 6 z asimetrijo 1,94 je 
res najmanj odstranila HCP-je, a je primerljiva z ostalimi kromatografskimi kolonami. 
Kromatografska kolona deset z asimetrijo 1,11 je vzorec očistila najbolje. Vse kromatografske 
kolone so med sabo primerljive in upoštevajoč analitsko napako določanja HCP-jev med njimi 




Slika 24: Grafikon, ki prikazuje vpliv asimetrije na vsebnost HCP proteinov v vzorcu. 
 
Pričakovali bi, da bo kromatografska kolona z najnižjo vrednostjo HETP najbolje opravila 
svojo naloga, a sta protein najbolje očistili kromatografski koloni 10 z vrednostjo HETP 0,0910 
cm in dve z vrednostjo HETP 0,0960 cm. Iz slike 25 je razvidno, da tako kot asimetrija tudi 
vrednost parametra HETP ne vpliva na izid kromatografskega postopka. Zaradi 30 % napake 
analitske metode lahko kljub razlikam v vrednostih zaključimo, da ni bistvenih razlik in je 
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Slika 25: Grafikon, ki prikazuje vpliv vrednosti parametra HETP na vsebnost nečistoč. 
 
Kromatografska kolona z vrednostjo števila teoretičnih podov 11000 m-1 je najbolje odstranila 
nečistoče, najmanj nečisto pa je odstrani kolona z najmanjšo vrednostjo 4216 m-1. Ravno tako 
je najmanj nečisto odstrani kolona z največjo vrednostjo parametra, ki je znašala 25877 m-1. 
Rezultati so prikazani na sliki 26. Ni opazne povezave med številom teoretičnih podov in 
vsebnostjo nečistoč, iz grafikonu pa lahko sklepamo, da tako nizke kot visoke vrednosti 
negativno vplivajo na izid separacije. 
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4.4.3 Vpliv kvalitete kolone na izkoristek separacije 
 
Po opravljenih separacijah smo ponovno izračunali izkoristke. Preglednica 43 prikazuje 
izkoristke za vseh sedem opravljanjih separacij. Razvidno je, da je kromatografska kolona 2 
imela najboljši izkoristek separacije, ki je znašal 99 %. Kromatografske kolone so v vrednostih 
izkoristka bolj poenotene kot so bile prej z nižjimi nanosi, saj najnižji izkoristek znaša 94 %. 
Nobena izmed kromatografskih kolon ne izstopa, čeprav so bile pakirane pri različnih pogojih. 
 













Kolona 9 1,088 92,4 43,405 0,726 94 
Kolona 8 1,088 88,702 41,26 0,746 96 
Kolona 5 1,088 76,875 34,715 0,755 94 
Kolona 6 1,088 82,79 40,255 0,732 98 
Kolona 7 1,088 84,268 39,638 0,752 98 
Kolona 2 1,088 87,96 45,42 0,694 99 
Kolona 10 1,088 80,57 36,526 0,768 96 
 
Razvidno je, da je pri nižjih vrednostih asimetrije izkoristek manjši. Tudi kolone z nizko 
vrednostjo asimetrije imajo zadovoljiv izkoristek. Rezultati prikazani na sliki 27 prikazujejo 
vpliv asimetrije na izkoristke separacije. 
 
Slika 27: Grafikon, ki prikazuje izkoristek separacij v odvisnosti od asimetrije. Separacije so bile izvedene na 
sedmih različnih kolonah. Med izkoristkom in asimetrijo ni opaziti posebne korelacije, vsi izkoristki so znotraj 
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Nižje in višje vrednosti HETP so negativno vplivale na izkoristek. Najbolje pa so se odrezale 
kromatografske kolone z vrednostmi med 0,0139 cm in 0,0241 cm, saj so imele največje 
izkoristke. Iz tega lahko sklepamo da se ustrezne vrednosti HETP, ki pozitivno vplivajo na 
izkoristek nahajajo v tem območju. Rezultati so prikazani na sliki 28.  
 
 
Slika 28: Grafikon, ki prikazuje izkoristke separacij v odvisnosti od HETP. Separacije so bile izvedene na sedmih 
različnih kolonah. Med izkoristkom in HETP ni opaziti posebne korelacije, vsi izkoristki so znotraj variabilnosti 
kromatografskega koraka. 
Kromatografske kolone z najnižjimi vrednostmi števila teoretičnih podov najboljše izkoristke 
in obratno. Kljub temu pa so kolone med sabo primerljive, saj med njimi ni velikih razlik. 
Rezultati prikazani na sliki 29 niso pokazali nobenih korelacij med kvaliteto kolone in 
izkoristkom koraka izvedenega na izbrani koloni. Variacije so znotraj napak, ki je posledica, 
variabilnosti sistema oz. koraka. 
 
Slika 29: Grafikon, ki prikazuje izkoristke separacij v odvisnosti od števila teoretičnih podov. Separacije so bile 
izvedene na sedmih različnih kolonah. Med izkoristkom in vrednostmi N/m ni opaziti posebne korelacije, vsi 
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4.4.4 Testiranje kromatografskih kolon po izvedenem kromatografskem koraku 
 
Po opravljeni separaciji smo ponovno opravili testiranje vseh kolon. Na vsaki koloni smo 
izvedli pet zaporednih testov s pulzno motnjo iz meritve določili As, N/m in HETP. Iz petih 
ponovitev smo izračunali povprečno vrednost in standardno deviacijo meritve, tako smo lahko 
ocenili variabilnost testiranja kolone. V Preglednici 44 so zbrane povprečne vrednosti. 
Preglednica 44: Povprečne vrednosti izmerjenih količin: asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda.  
 
Kolona 







Kolona 2 1,11 2764 0,0362 
Kolona 5 0,82 8016 0,0125 
Kolona 6 1,16 9478 0,0106 
Kolona 7 1,18 7619 0,0141 
Kolona 8 1,44 11912 0,0084 
Kolona 9 0,56 8016 0,0125 
Kolona 10 1,06 12005 0,0083 
 
Preglednica 45 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 2, za pet zaporedno izvedenih testov po tretji separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti in standardne deviacije izmerjenih parametrov.  
 
Preglednica 45: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 2. 
KOLONA 2 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,14 2812,1 0,0356 
1,11 2659,4 0,0376 
1,10 2705,2 0,0369 
1,10 2774,4 0,0360 
1,09 2868,6 0,0347 
Povprečje 
1,11 2763,9 0,0362 
Standardna deviacija 
0,02 83,3 1,09·10˄-3 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
2 po tretji separaciji HIC z As 1,10 simetričen, saj idealna vrednost asimetrije znaša 1. 
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Preglednica 46 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 5, za pet zaporedno izvedenih testov po drugi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti in standardne deviacije izmerjenih parametrov.  
Preglednica 46: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 5. 
KOLONA 5 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
0,81 7923,3 0,0126 
0,83 8013,4 0,0125 
0,83 8043,5 0,0124 
0,82 80410 0,0124 
0,81 8059,2 0,0124 
Povprečje 
0,82 8016,1 0,0125 
Standardna deviacija 
0,01 54,4 8,44·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
5 po drugi separaciji HIC z As 0,83 asimetričen, saj se vrh počasneje dviguje kot pada.  
Preglednica 47 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 6, za pet zaporedno izvedenih testov po drugi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti in standardne deviacije izmerjenih vrednosti.  
 
Preglednica 47: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 6 
KOLONA 6 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,16 9403,3 0,0106 
1,17 9513,4 0,0105 
1,16 9477,7 0,0106 
1,17 9488,5 0,0105 
1,16 9507,2 0,0105 
Povprečje 
1,16 9478,0 0,0106 
Standardna deviacija 
0,01 44,1 4,74·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
6 po drugi separaciji HIC z As 1,17 simetričen, saj idealna vrednost asimetrije znaša 1. 
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Preglednica 48 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 7, za pet zaporedno izvedenih testov po drugi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti in standardne deviacije izmerjenih parametrov.  
Preglednica 48: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 7. 
KOLONA 7 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,15 7642,8 0,0131 
1,18 7833,8 0,0178 
1,19 7684,2 0,0130 
1,18 7552,7 0,0132 
1,20 7383,8 0,0135 
Povprečje 
1,18 7619,5 0,0141 
Standardna deviacija 
0,02 166,3 2,05·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
7 po drugi separaciji HIC z As 1,18 simetričen, saj idealna vrednost asimetrije znaša 1.  
Preglednica 49 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 8, za pet zaporedno izvedenih testov po drugi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti in standardne deviacije izmerjenih vrednosti.  
 
Preglednica 49: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 8. 
KOLONA 8 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,46 11975,3 0,0084 
1,46 11977,3 0,0084 
1,44 11904,0 0,0084 
1,42 11822,9 0,0085 
1,44 11882,2 0,0084 
Povprečje 
1,44 11912,3 0,0084 
Standardna deviacija 
0,02 65,5 4,72·10˄-5 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
8 po drugi separaciji HIC z As 1,46 asimetričen, saj vrh počasneje pada kot se dviguje.  
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Preglednica 50 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, višine teoretičnega poda in višine 
teoretičnega poda kolone 9, za pet zaporedno izvedenih testov po drugi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti in standardne deviacije izmerjenih parametrov. 
 
Preglednica 50: Izmerjene vrednost kromatografskih testov kolone 9. 
KOLONA 9 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
0,55 7923,3 0,0126 
0,56 8013,4 0,0125 
0,56 8043,5 0,0124 
0,56 8041,0 0,0124 
0,57 8059,2 0,0124 
Povprečje 
0,56 8016,1 0,0125 
Standardna deviacija 
0,01 54,4 8,44·10˄-5 
  
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
9 po drugi separaciji HIC z As 0,56 asimetričen, saj se vrh počasneje dviguje kot pada.  
Preglednica 51 prikazuje izmerjene vrednosti asimetrije, števila teoretičnih podov in višine 
teoretičnega poda kolone 10, za pet zaporedno izvedenih testov po drugi separaciji. Na dnu 
preglednice so prikazane povprečne vrednosti in standardne deviacije izmerjenih parametrov.  
 
Preglednica 51: Izmerjene vrednosti kromatografskih testov kolone 10. 
KOLONA 10 
As N/m (m-1) HETP (cm) 
1,07 11991,6 0,0083 
1,06 12004,6 0,0083 
1,05 12012,9 0,0083 
1,06 12004,1 0,0083 
1,06 12009,4 0,0083 
Povprečje 
1,06 12004,5 0,0083 
Standardna deviacija 
0,01 8,1 7,07·10˄-6 
 
Iz slike 8, ki prikazuje grafikon združenih kromatografski vrhov je razvidno, da je vrh kolone 
10 po drugi separaciji HIC z As 1,06 simetričen 
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4.5 SPREMINJANJE VREDNOSTI IZBRANIH PARAMETROV KOLONE MED 
RAZISKAVO 
 
Med raziskavo smo opazili, da se izmerjeni parametri kvalitete kolone spreminjajo, zato so v 
tem poglavju prikazane vrednosti parametrov tekom celotne raziskave. Preglednice z zbranimi 
rezultati se nahajajo v prilogah od G do I. 
Asimetrija se je pri vseh sedmih kromatografskih kolon tekom raziskave spremenila. Opazno 
je, da se je asimetrija pri vseh kromatografskih kolonah znižala (Slika 30). Kromatografske 
kolone so se med separacijskimi postopki dodatno stisnile zaradi pretoka, česar posledica je 
znižanje asimetrije.  
 
Slika 30: Grafikon spremembe asimetrije kromatografskih kolon 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10 med raziskavo. Asimetrija se 
je znižala, bolj opazno pri kolonah z višjo asimetrijo, kot pri kolonah z nižjo asimetrijo. 
Spreminjanje vrednosti števila teoretičnih podov vseh sedmih kromatografskih kolon med 
kromatografskim preizkušanjem (Slika 31). Prav tako kot pri asimetriji je dodatno stiskanje 
kolon med separacijami povzročilo, da so se vrednosti števila teoretičnih podov pri skoraj vseh 
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Slika 31:  Grafikon spreminjanja vrednosti števila teoretičnih podov spakiranih kromatografskih kolon 2, 5, 6, 7, 
8, 9, 10 med raziskavo. 
 
Separacije, ki so potekale na kromatografskih kolonah so prav tako vplivale tudi na vrednosti 
HETP (Slika 32). Pri kromatografskih kolonah, ki so bile pakirane pri višjih tlakih, je med 
posameznimi kromatografskimi postopki prišlo do manjših sprememb v vrednostih HETP.  
 
 
Slika 32: Grafikon spreminjanja vrednosti parametra HETP spakiranih kromatografskih klon 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10 
med raziskavo. 
 
4.6 TESTIRANJE VPLIVA KROMATOGRAFSKEGA SISTEMA NA VREDNOSTI As, 
HETP IN ŠTEVILA TEORETIČNIH PODOV 
 
Na izbranih kromatografskih kolonah smo izvedli testiranje vpliva kromatografskega sistema 
na vrednosti As, HETP in števila teoretičnih podov. Opravili smo pulzne teste s 
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posameznega sistema na test kolone in razlike znotraj posameznih sistemov. Na prvih treh 
kolonah smo opravili dva pulzna testa, na koloni devet pa deset zaporednih testov na vsakem 
sistemu. Pričakovali smo, da bodo vrednosti neodvisne od sistema in med sistemi. Rezultati so 
prikazani grafično, preglednici pa se nahajata v prilogah J in K.  
 
4.6.1 Odstopanja vrednosti izmerjenih parametrov kot vzrok delovanja 
kromatografskega sistema 
 
Najprej smo si ogledali vplive posameznih sistemov na vrednosti asimetrij, števila teoretičnih 
podov in višine teoretičnega poda ter odstopanja teh vrednosti, ki so nastala znotraj sistema na 
izbrani koloni. 
Razvidno je, da so razlike v asimetriji na različnih sistemih za vse štiri kromatografske kolone 
skoraj neopazne, saj gre za manjše razlike Vse štiri kromatografske kolone imajo enako 




Slika 33: Grafikon vrednosti asimetrije za kolone 1, 2, 3 in 9 na različnih kromatografskih sistemih. Na vsakem 
kromatografskem sistemu smo naredili pet ponovitev pulznih testov. 
 
Prav tako kot pri asimetriji, tudi tu ni opaznih večjih odstopanja. Vrednosti HETP se ne 
razlikujejo znotraj sistema, kar smo tudi pričakovali. Slika grafikona 34 prikazuje vplive 
kromatografskih sistemov na vrednosti HETP kromatografskih kolon. Pri kromatografski 
koloni 2, se je pri prvem testiranju, ki je potekalo na sistemu Avant 1 zgodilo, da sta se obe 
vrednosti HETP med sabo zelo razlikovali, kar je razvidno tudi iz grafa, saj je napaka precej 
velika. Razlog je v tem, da je bila kromatografska kolona premalo stisnjena že na začetku in se 
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Slika 34: Grafikon vrednosti HETP za kolone 1, 2, 3 in 9 na različnih kromatografskih sistemih. 
 
Pri kromatografskih kolonah 1 in 2 je opazno, da je prišlo do odstopanja v vrednostih števila 
teoretičnih podov. Na sliki 35 je prikazan vpliv kromatografskih sistemov na vrednosti števila 
teoretičnih podov kromatografskih kolon 1, 2, 3 in 9. 
 
 
Slika 35: Grafikon vrednosti števila teoretičnih podov za kolone 1, 2, 3, in 9 na različnih kromatografskih sistemih. 
 
4.6.2 Odstopanja v vrednostih izmerjenih parametrov med kromatografskimi sistemi  
 
Preverili smo vpliv sistemov in odstopanj, ki so nastala na sveh sistemih pri izbrani 
kromatografski koloni. Pričakovali smo, da med posameznimi sistemi ne bo razlik med 
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Razvidno je, da so največja odstopanja pri kromatografski koloni 2, saj ta ni bila dovolj 
spakirana in so se asimetrije med sistemi razlikovale. Pri ostali kromatografskih kolonah med 




Slika 36: Grafikon vpliva različnih kromatografskih sistemov na vrednost asimetrije za kromatografske kolone 1, 
2, 3 in 9.  
 
Ravno tako kot pri asimetriji so tudi pri vrednosti HETP nastala odstopanja pri koloni 2. Prav 
tako pa so vidne razlike v vrednostih pri koloni 9, ki so nastale iz neznanih razlogov. Na sliki 
37 je prikazan vpliv vseh kromatografskih sistemov na vrednosti HETP kromatografskih kolon. 
 
 
Slika 37: Grafikon vpliva različnih kromatografskih sistemov na vrednosti HETP za kromatografske kolone 1, 2, 
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Prav tako kot pri vrednosti HETP za kromatografski koloni 1 in 3 ni vidnih razlik med sistemi. 
Slika 38 prikazuje vpliv vseh kromatografskih sistemov na vrednosti števila teoretičnih podov 
kromatografskih kolon. Pri kromatografskih kolonah 2 in 9 pa so opazne razlike v vrednostih 
med sistemi. Na odstopanja so vplivale kolone, kolona 2 ni bila dovolj učinkovito spakiran, pri 
koloni 9 pa je razlog neznan.   
 
 
Slika 38: Grafikon vpliva različnih kromatografskih sistemov na vrednosti števila teoretičnih podov za 
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5 RAZPRAVA 
 
V sklopu tega magistrskega dela smo želeli preveriti vpliv pakiranja kromatografskih kolon na 
kakovost produkta. Kakovosten produkt je čist protein brez primesi, učinkovit in varen za 
uporabo. Za ta namen smo spakirali deset kromatografskih kolon in na njih izvedli hidrofobno 
interakcijsko kromatografijo. Pakiranje kromatografskih kolon je potekalo pri različnih 
pogojih. Da bi dosegli različno kvaliteto kolon, smo spreminjali pretok in tlak na koloni. 
Kromatografske kolone, ki so bile pakirane pri višjem tlaku in pretoku so bile bolj stisnjene kot 
kolone, pakirane pri nižjem tlaku ali pretoku. Vse spakirane kromatografske kolone so bile pred 
in po vsaki separaciji testirane s pulznim testom. Kvaliteto kolone smo ovrednotili z meritvijo 
naslednjih parametrov: asimetrije, višine teoretičnega poda in števila teoretičnih podov. Pogoji 
pakiranja so se odražali v izmerjenih parametrih kvalitete kolone. S spreminjanjem pogojev 
pakiranja smo uspeli pripraviti kolone, ki so se razlikovale v vseh treh parametrih in odstopale 
od priporočenih vrednosti (Lek-biofarmacevtika, 2017).  
Za kolono pravimo, da je ustrezno spakirana kadar njena asimetrija pade znotraj predpisanih 
meja 0,8 – 1,6, hkrati mora imeti število teoretskih podov znotraj območja od 7143m-1 do 14286 
m-1 in višino teoretičnega poda znotraj predpisanih meja od 0,0070 cm do 0,0140 cm. Naš cilj 
je bil spakirati kromatografske kolone, ki pokrijejo čim širše območje. Asimetrija kolone je tem 
nižja, čim bolj kromatografski nosilec stisnemo. Kolono z asimetrijo pod 0,8 smo pakirali pri 
tlakih, ki so bili višji od priporočene vrednosti 3 barov, med pakiranjem smo dosegli 5 barov. 
Ravno nasprotno smo kolone z visoko asimetrijo (nad 1,6) pakirali pri nižjih pretokih in tlakih. 
Prva in peta kromatografska kolona sta bili pakirani po navodilih proizvajalca (Preglednica 2) 
kromatografskega nosilca (Tosoh). Njuno ustreznost smo potrdili s pulznim testom, vse 
izmerjene vrednosti so bile znotraj predpisanih meja. Peta kromatografska kolona je bila 
pakirana pri idealnih pogojih, s to razliko, da smo uporabili matriks iz četrte kolone 
(Preglednica 6) in tako preverili vpliv večkratne uporabe kromatografskega nosilca. Četrta 
kromatografska kolona je bila takoj po opravljenem testiranju razpakirana, matriks smo 
uporabili za pakiranje pete kolone (Preglednica 5). 
Druga in tretja kolona sta bili pakirani pri nižjih pretokih in tlakih, poleg tega smo izpustili 
zadnji del pakiranja, tako koloni nista bili dovolj stisnjeni (Preglednici 3 in 4). Posledično so 
bile vrednosti izbranih parametrov izven območja ustreznosti (Lek-biofarmacevtika, 2017). 
Asimetrija druge kolone je znašala1,98, asimetrija tretje pa je bila 2,11. Prav tako je bila sedma 
kromatografska kolona pakirana pri zelo nizkih pretokih in tlakih posledično je bila njena 
asimetrija visoka, znašala je 2,02 (Preglednica 8). 
Pri šesti kromatografski koloni smo prav tako kot pri drugi in tretji izpustili zadnji korak 
pakiranja, vrednost asimetrije ni bila idealna, znašala je 1,44, bila pa je v območju ustreznosti 
(Preglednica 7).  
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Osma kolona je bila pakirana petkrat, naš cilj je bil spakirati kromatografsko kolono z zelo 
nizko asimetrijo, zato je pakiranje potekalo pri zelo visokih tlakih (Preglednica 9). Poskus 
pakiranja nam ni uspel, ker je končna asimetrija kolone znašala 2,26. Razlog je bil v tem, da 
smo kolono pakirali večkrat, kar je povzročilo, da smo za vsako nadaljnje pakiranje za enak 
tlak na koloni potrebovali višji pretok, ki ga z nadaljnjim pakiranjem nismo več dosegli.  
Deveta kromatografska kolona je bila prav tako kot osma pakirana pri maksimalnih tlakih, z 
namenom, da bi dobili kolono z asimetrijo nižjo od 0,8 (Preglednica 10). Kolono nam je uspelo 
spakirati, saj je bila dosežena asimetrija 0,78. Naslednji poskus pakiranja kromatografske 
kolone z nizko asimetrijo prav tako ni uspel, deseta kolona je bila prav tako kot koloni osem in 
devet pakirana pri visokih tlakih (Preglednica 11). Asimetrija desete kolone je znašala 1,47. 
Predvidevamo, da je za pakiranje kromatografske kolone z nizko asimetrijo z izbranim 
kromatografskim nosilcem potreben višji tlak od 5 barov. Tako visokega tlaka uporabljene 
kromatografske kolone ne prenesejo (Lek-biofarmacevtika, 2017) in zato smo ta eksperiment 
opustili. V praksi se kromatografskih kolon na izbranih sistemih pri tako visokem tlaku ne 
pakira, ker je prenevarno in kar je do sedaj veljajo za neučinkovito (Lek-biofarmacevtika, 
2017). 
Preizkusili smo razliko v kvaliteti čiščenja med nosilcem, ki je bil stisnjen večkrat zapored in 
nosilcem, ki je bil uporabljen samo enkrat. Kvaliteta produkta po separaciji na koloni osem je 
primerljiva s kvaliteto produkta, dobljenega po separacijah na ostalih kolonah (Preglednica 9). 
Kolono osem smo petkrat razpakirali in ponovno stisnili, kar kaže, da je kromatografski nosilec 
uporaben tudi za večkratno pakiranje. Pri tem je potrebno paziti na mehanske poškodbe, 
nezaželene so strižne sile in tlaki višji od 5 barov (Lek-biofarmacevtika, 2017). Pred vsakim 
ponovnim pakiranjem je priporočljivo z dekantiranjem odstraniti fine delce, ki nastanejo med 
stiskanjem kromatografskega nosilca (Lek-biofarmacevtika, 2017). Ugotovitev smo potrdili 
tudi s kolonama pet in deset, kjer smo pakiranje z istim nosilcem ponovili trikrat, razlike v 
kvaliteti čiščenja pa v okviru analitske napake niso opazne (Preglednica 6 in 11). Zaključimo 
lahko, da je učinkovitost kromatografskega nosilca, ki je bil pakiran večkrat primerljiva z 
kromatografskim nosilcem, ki se ga uporabi prvič. Večkratno pakiranje, dekantiranje in 
stiskanje v koloni pod tlakom ne vplivajo na postopek separacije. 
Vse kolone so bile testirane pred in po separaciji, pri vseh je prišlo med prvo in drugo separacijo 
do spremembe v izmerjenih parametrih (2, 5, 6, 7, 8, 9, 10). Rezultati se nahajajo na slikah 30, 
31 in 32. Opazen je padec asimetrije in števila teoretičnih podov, razlog je v tem, da smo z 
vsakim separacijskim postopkom kolono dodatno stisnili. Prav tako so opazne spremembe v 
vrednostih HETP. Medtem, ko so vrednosti asimetrije in števila teoretičnih podov upadle, so se 
vrednosti HETP pri skoraj vseh kolonah dvignile. Kromatografske kolone, ki so bile med 
pakiranjem bolj stisnjene so se med separacijami manj posedle in obratno.  
Poleg vpliva kolone na kvaliteto izvedene separacije smo preverili tudi ponovljivost in vpliv 
sistema na rezultate pulznih testov. S testiranjem štirih kolon, vsako od teh na treh različnih 
sistemih, pri čemer smo vsak test ponovili tri ali večkrat, smo raziskali vpliv kromatografskih 
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sistemov na vrednosti izmerjenih parametrov. Testiranje je potekalo na petih različnih 
kromatografskih sistemih: ÄKTA explorer, ÄKTA avant 1, ÄKTA avant 2, ÄKTA avant 4 in 
ÄKTA avant 8. Kolone, ki smo jih preizkusili na različnih sistemih so imele začetne asimetrije: 
1,52, 2,11, 1,61, in 0,55 (Slika 38). Rezultati, kažejo, da med sistemi razlike so. Nekoliko večja 
variabilnost se je pokazala pri kolonah z višjo asimetrijo, torej pri kolonah, ki med pakiranjem 
niso bile dovolj stisnjene. Ponovitve na posameznem sistemu so pokazale konsistentne 
rezultate, variabilnost devetih ponovitev ni presegla ± 0,1. Lahko zaključimo, da tako znotraj 
sistema kot med sistemi ni bistvenih razlik pri določanju asimetrije ali števila teoretskih podov. 
Kromatografski sistemi ne vplivajo na rezultate testa, zagotavljajo ustrezno ponovljivost 
rezultatov, kar v praksi pomeni, da je vseeno kje se testi kolon izvajajo in koliko ponovitev se 
izvede. Pomembno pa je, da so kromatografske kolone dovolj stisnjene, s tem pripomoremo k 
ponovljivosti rezultatov in preprečimo posedanje kromatografskih kolon med separacijami.  
Za čiščenje produkta s HIC smo uporabili kolone z različnimi vrednostmi asimetrije in števila 
teoretičnih podov in tako preverili vpliv teh parametrov na kvaliteto očiščenega produkta. 
Separacije smo izvedli pri treh različnih koncentracijah nanešenega vzorca. Spremljali smo 
vsebnost HCP v produktu in nečistoče, ki jih zazna RPC metoda. Vse uporabljene kolone, ne 
glede na koncentracijo nanešenega vzorca ali njihovo vrednost asimetrije, so nečistoče, ki jih 
zaznamo z RPC metodo, očistile do vrednosti, ki so pod mejo kvantifikacije. Vrednosti HCP so 
vse kolone znižale na sprejemljive nivoje, iz vrednosti okoli 167427,3 ppm na vrednosti okoli 
450 ppm. Ob upoštevanju 30 % relativne napake za določanje vsebnosti HCP, lahko 
zaključimo, da asimetrija ali število teoretskih podov nimata pomembnega vpliva na kvaliteto 
očiščenega produkta.  
Da bi ocenili učinkovitost kromatografskega postopka smo za vsako izmed separacij izračunali 
izkoristek. Z izračunanim izkoristkom separacije smo ovrednotili vpliv kvalitete 
kromatografske kolone na učinkovitost kromatografskega koraka hidrofobne interakcijske 
kromatografije. Podobno kot za kvaliteto čiščenja, lahko tudi za učinkovitost HIC 
kromatografskega koraka zaključimo, da kvaliteta pakiranja, če je kolona le znotraj v 
magistrskem delu preizkušenega intervala parametrov, nima pomembnega vpliva. Za dokončno 
potrditev rezultatov bi bilo potrebno izvesti dodaten set eksperimentov z večjim številom 
ponovitev. 
Zaključek magistrskega dela je primerljiv z raziskavo, ki je bila izvedena v Biofarmacevtiki 
Lek med leti 2012 in 2016. Potekala je v proizvodnih obratih, kjer se testira ustrezno spakirane 
kromatografske kolone tekom proizvodnje enakega proteina kot uporabljenega v magistrskem 
delu. V času čiščenja proteina poteka rutinsko testiranje kromatografskih kolon, s tem se preveri 
stabilnost kromatografskega nosilca in ustreznost kolone tekom proizvodnje. Še pred kratkim 
je veljalo, da so ustrezno spakirane kromatografske kolone v območju za HETP med 70 in 140 
µm in 0,8 do 1,6 za asimetrijo. V času proizvodnje se zgodi, da se kromatografskim kolonam 
spremenijo vrednosti merjenih parametrov in kolone postanejo manj učinkovite. V raziskavi so 
preverjali elucijske profile, izkoristke, vrednosti HETP, As, vsebnosti nečistoč, HCP, DNK in 
vsebnost očiščenega proteina. Rezultati raziskave so pokazali, da vrednosti HETP in As dlje 
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časa uporabljenih kromatografskih kolon nimajo vpliva na kvaliteto produkta, kar je 
pripomoglo k temu, da so odstranili spodnjo mejo vrednosti HETP. Nov kriterij pakiranja za 
HIC znaša ≤ 140 µm. Vrednosti asimetrije pa so ostale enake. Opuščena spodnja meja vrednosti 
HETP omogoča uporabo kromatografskih kolon z nižjimi vrednostmi HETP. Kromatografske 
kolone so uporabne dlje časa (Lek-boifarmacevtika, 2016). 
Prisotnost ustrezne literature na temo magistrskega dela je omejena in nedostopna širši javnosti, 
saj so raziskave in literatura poslovna skrivnost farmacevtske družbe Lek ter ostalih 
farmacevtskih in drugih podjetij.  
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6 SKLEPI 
 
 Znotraj preizkušenih vrednosti asimetrije (od 0,8 do 1,6) in števila teoretskih podov (od 
70 µm do140 µm) in upoštevanjem analitske napake smo pokazali, da kvaliteta 
parametrov pakiranja kromatografskih kolon z izbranim kromatografskim nosilcem ne 
vpliva na kvaliteto izbranega očiščenega proteinskega produkta. 
 
 Znotraj preizkušenih vrednosti asimetrije in števila teoretskih podov, kvaliteta kolone 
glede na preizkušene parametre (število teoretskih podov in asimetrija kolone) ne vpliva 
na izkoristek kromatografske separacije.  
 
 Protein, očiščen na koloni, katere parametri so zunaj specifikacijskih meja, je 
primerljive kvalitete kot protein, očiščen na primerno pripravljeni koloni. 
 
 Izsledki magistrskega dela kažejo, da so specifikacijske meje parametrov kvalitete 
kolone postavljene preozko za potrebe preparativne kromatografije. Za dokončno 
potrditev te hipoteze bi bilo potrebno izvesti še dodaten set eksperimentov z več 
ponovitvami.  
 
 Parametri kvalitete kolone zagotavljajo ponovljivost in kvaliteto kromatografskega 
koraka v procesu čiščenja proteinov. 
 
 Meritve parametrov kvalitete kolone so neodvisne od kromatografskega sistema, na 
katerem meritve izvedemo. 
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PRILOGE 
Priloga A: Slike kromatogramov separacijskih postopkov s kromatografskimi kolonami 1, 2 in 
3. Na kromatogramih so prikazane vrednosti prevodnosti, pH in absorbance, ki se jih spremlja 
v času separacijskega postopka. 
 
 
Priloga A1: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 1, 
katere povprečna As je 1,19. 
 
 
Priloga A2: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 2, 
katere povprečna As je 1,98. 
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Priloga A3: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 3, 
katere povprečna As je 2,11. 
 
 
Priloga B: slika skupnih kromatogramov izvedenih separacijskih postopkov HIC 
kromatografije na kolonah označenih v prilogi A. 
 
Priloga C: Slike kromatogramov separacijskih postopkov s kromatografskimi kolonami 1, 2, 
5, 6, 7, 8, in 10. Na kromatogramih so prikazane vrednosti prevodnosti, pH in absorbance, ki 
se jih spremlja v času separacijskega postopka. 
 
 
Grobler A. Vpliv pakiranja kromatografskih kolon na kakovost produkta. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
 
Priloga C1: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 6, 
katere povprečna As je 1,44. 
 
 
Priloga C2: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 10, 
katere povprečna As je 1,47. 
 
 
Priloga C3: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 7, 
katere povprečna As je 2,02. 
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Priloga C4: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 2, 
katere povprečna As je 2,27. 
 
Priloga C5: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 8, 
katere povprečna As je 2,26. 
 
 
Priloga C6: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 5, 
katere povprečna As je 1,17. 
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Priloga C7: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 9, 
katere povprečna As je 0,78. 
 
 
Priloga Č: slika kromatogramov izvedenih separacijskih postopkov HIC kromatografije na 
kolonah označenih v prilogi C. 
 
Priloga D: Slike kromatogramov separacijskih postopkov s kromatografskimi kolonami 1, 2, 
5, 6, 7, 8, 9 in 10. Na kromatogramih so prikazane vrednosti prevodnosti, pH in absorbance, ki 
se jih spremlja v času separacijskega postopka. 
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Priloga D1: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 10, 
katere povprečna As je 0,62. 
 
 
Priloga D2: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 8, 
katere povprečna As je 1,48. 
 
 
Priloga D3: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 5, 
katere povprečna As je 0,84. 
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Priloga D4: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 6, 
katere povprečna As je 1,94. 
 
 
Priloga D5: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 7, 
katere povprečna As je 1,14. 
 
 
Priloga D6: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 2, 
katere povprečna As je 1,98. 
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Priloga D7: Slika kromatograma separacijskega postopka HIC s kromatografsko kolono 10, 
katere povprečna As je 1,10. 
 
 
Priloga E: slika kromatograma izvedenih separacijskih postopkov HIC kromatografije na 
kolonah označenih v prilogi D. 
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Priloga F: slika združenih kromatogramov izvedenih separacijskih postopkov HIC 
kromatografije na kolonah označenih v prilogah D6 in D7. 
 
Priloga G: Preglednica asimetrije med posameznimi postopki HIC separacije za 




Pred HIC Po HIC 1 Po HIC 2 
Kolona 2 2,27 1,98 1,11 
Kolona 5 1,17 0,84 0,82 
Kolona 6 1,44 1,94 1,16 
Kolona 7 2,02 1,14 1,18 
Kolona 8 2,26 1,48 1,44 
Kolona 9 0,78 0,62 0,56 
Kolona 10 1,47 1,11 1,06 
 
Priloga H: Preglednica števila teoretični podov med posameznimi postopki HIC separacije za 




Pred HIC Po HIC 1 Po HIC 2 
Kolona 2 6895 5256 2764 
Kolona 5 12428 25877 8016 
Kolona 6 14487 4216 9478 
Kolona 7 10167 7218 7619 
Kolona 8 10484 11874 11912 
Kolona 9 7801 10374 8016 
Kolona 10 7885 11000 12005 
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Priloga I: Preglednica vrednosti HETP med posameznimi postopki HIC separacije za 




Pred HIC Po HIC 1 Po HIC 2 
Kolona 2 0,0146 0,0190 0,0362 
Kolona 5 0,0080 0,0108 0,0125 
Kolona 6 0,0069 0,0241 0,0106 
Kolona 7 0,0098 0,0139 0,0141 
Kolona 8 0,0095 0,0085 0,0084 
Kolona 9 0,0128 0,0096 0,0125 
Kolona 10 0,0127 0,0091 0,0083 
 
Priloga J: Preglednica rezultatov testiranja kromatografskih kolon na različnih sistemih za 
kromatografske kolone (1, 2, 3). 
Kolona 
Akta avant 1 Akta avant 2 Akta avant 3 
N/m HETP As N/m HETP As N/m HETP As 
Kolona 1 10661,6 0,0094 1,73 10696,8 0,0094 1,55 11714 0,0085 1,52 
 10862,8 0,0092 1,69 11395 0,0088 1,53 11592 0,0086 1,53 
Kolona 2 5325,1 0,0188 1,99 8373,8 0,0119 2,2 7651 0,0131 2,11 
 5927,1 0,0169 2,07 8658,4 0,0116 2,35 7566 0,0132 1,98 
Kolona 3 7583,1 0,0132 1,52 8018,1 0,0125 1,61 8116 0,0123 1,52 
 8070,3 0,0124 1,59 8024,9 0,0125 1,61 7490 0,0134 1,48 
 
Priloga K: Preglednica rezultatov testiranja kromatografske kolone 9 na različnih sistemih.  
Kolona 9 
 Akta avant 4 Akta avant 8 Akta avant 1 
As HETP  N/m As HETP  N/m As HETP  N/m 
0,55 0,01072 9327,2 0,55 0,01261 7928,9 / / / 
0,56 0,01057 9457.8 0,55 0,01262 7925,7 / / / 
0,56 0,01049 9533,5 0,55 0,01269 7882,7 / / / 
0,56 0,01042 9593,4 0,55 0,01269 7879,7 0,57 0,01030 9707,4 
0,56 0,0104 9618,6 0,55 0,01266 7899,1 0,58 0,01008 9916,5 
0,57 0,01033 9678,2 0,55 0,0127 7873,3 0,57 0,01033 9677,6 
0,57 0,01033 9678 0,55 0,01271 7868,4 0,56 0,01036 9655,9 
0,57 0,0130 9705 0,55 0,01273 7857,6 0,57 0,01058 9448,5 
0,57 0,01027 9735,6 0,55 0,0127 7872,8 / / / 
0,57 0,01025 9753,2 0,55 0,01268 7887,7 / / / 
 
